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Introduction bibliographique 
 
I- Cancers du sein et irradiation 
 
A- Classification des cancers du sein et traitement par radiothérapie  
 
Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers féminins. Le nombre de nouveaux cas 
chaque année en France est estimé à 53 000, ce qui représente environ un tiers des cas de 
cancer dépistés chez la femme. En 2011, le nombre de décès par cancer du sein en France 
s’élevait à 11 500, soit environ 20% des décès par cancer chez la femme. Les cancers du sein 
chez l’homme représentent moins de 1% des cas de cancer du sein. Aujourd’hui, grâce entre 
autres à la progression de la recherche médicale et à la généralisation du dépistage par 
mammographie, le taux global de survie atteint 97% après 1 an, et 85% après 5 ans. Ces taux 
de survie sont en constante augmentation depuis le milieu des années 1980. Près de 50% des 
cancers du sein surviennent après 65 ans, contre 10% avant 35 ans, et l’âge moyen au 
diagnostic est de 61 ans (INCA, 2012). 
 
1° Vocabulaire et classification des cancers du sein 
 
Sein normal et pathologique : nomenclature 
Le sein est une glande constituée de tissu graisseux et, chez la femme, d’une vingtaine de 
compartiments contenant les lobules, qui produisent le lait en période d’allaitement. Le lait est 
transporté vers le mamelon par les canaux galactophores (figure 1). L’adénocarcinome 
mammaire provient de la cancérisation des cellules épithéliales du sein. La progression 
tumorale du carcinome mammaire à lieu en plusieurs étapes. Dans un premier temps, une 
prolifération excessive de cellules normales crée une hyperplasie. Une prolifération excessive 
de cellules phénotypiquement anormales est à l’origine d’une dysplasie légère, qui évolue en 
dysplasie sévère, désignant le carcinome in situ. En envahissant la membrane basale, ce 
carcinome devient infiltrant avec éventuellement envahissement des ganglions axillaires 
situés sous les bras. Le dernier stade de la progression tumorale est la dissémination 
métastatique, responsable de la mortalité dans 9 cas sur 10. Les principaux sites métastatiques 
sont les os, le foie, le poumon et le cerveau. 
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Figure 1 : Anatomie du sein normal 
 
 
Les adénocarcinomes représentent 95 à 98% des cancers du sein et se développent à partir des 
canaux (cancers canalaires) ou des lobules (cancers lobulaires). Ces cancers sont in situ 
lorsqu’ils sont confinés aux canaux (CCIS, 15-20% des cancers) et aux lobules (CLIS, 2-3% 
des cancers), et infiltrants lorsqu’ils traversent la membrane basale des canaux (70% des 
cancers) ou des lobules (10% des cancers) pour se propager dans les tissus environnants. Un 
cancer in situ est généralement de meilleur pronostic qu’un cancer infiltrant. Il existe 
également d’autres types de carcinomes mammaires comme le carcinome infiltrant mucineux, 
caractérisé par sa richesse en mucus extracellulaire, ou encore les carcinomes médullaires, 
papillaires et tubuleux. Ces autres types de carcinomes sont rares.  
Certains cancers du sein ne sont pas des carcinomes, comme par exemple le sarcome qui est 
une tumeur du tissu conjonctif. Enfin, la maladie de Paget est caractérisée par l’extension 
intra-épidermique mamelonnaire d’un adénocarcinome canalaire (Espié & Gorins, 2002).    
 
Diagnostic et classification histologique 
Lorsqu’un cancer du sein est suspecté lors d’une palpation ou d’une mammographie, le 
diagnostic est posé sur la base d’une biopsie et d’un examen anatomopathologique ainsi que 
par le bilan d’extension qui recherche d’éventuels foyers métastatiques.  
La classification du cancer en stades 0 à IV, qui décrivent l’expansion des cellules 
cancéreuses dans l’organisme, dépend de la classification TNM. La classification TNM des 
cancers du sein prend en compte 3 critères : la taille de la tumeur (T0 à T4), l’envahissement 
Grand muscle pectoral 
Petit muscle pectoral 
Tissu graisseux 
Lobules 
Canaux galactophores 
Mamelon et aréole 
Tissus mous 
Côtes 
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ganglionnaire (N0 à N3) et la présence ou non de métastases à distance (M0 : pas de 
métastases ou M1 : présence de métastases).  
La classification du cancer en grades I à III dépend quant à elle de l’examen 
anatomopathologique qui classe les cancers selon l’architecture des cellules, la forme des 
noyaux et l’activité mitotique. On parle également de grade histopronostique de Scarff Bloom 
et Richardson (grade SBR). Enfin, différents marqueurs sont recherchés : surexpression de 
Her2, ki67 qui est un marqueur de la prolifération cellulaire, récepteurs aux œstrogènes et à la 
progestérone. A l’issue de ces examens, la réunion de concertation pluridisciplinaire permet 
de choisir le traitement le mieux adapté à la patiente. 
 
Cancers du sein à prédisposition génétique 
Certains cancers sont favorisés par des prédispositions génétiques, c’est par exemple le cas 
des cancers BRCA-dépendants caractérisés par une mutation héréditaire sur les gènes BRCA1 
ou BRCA2. D’autres mutations peuvent prédisposer au cancer du sein : mutation de p53 
(syndrome de Li-Fraumeni), de PTEN (maladie de Cowden), de CDH1 etc…Les mutations 
BRCA-dépendantes sont présentes dans environ 5% des cas de cancer du sein. Le risque 
cumulatif de cancer du sein est estimé entre 60% à 90% sur la vie entière pour les femmes 
possédant une mutation BRCA1 et/ou BRCA2. La présence de mutations BRCA1/2 n’est pas 
recherchée de manière routinière chez les femmes, à cause d’un coût important. En effet, pour 
déterminer le statut BRCA d’une patiente, 52 fragments de gènes (hot spots) ainsi que la 
présence de grandes délétions doivent être recherchés. Ces mutations peuvent être analysées 
en prévention et à la demande de la patiente à la suite d’une consultation oncogénétique, dans 
le cas de prédispositions familiales avérées (Courtillot, 2008; Vennin & Adenis, 2008). 
 
Signatures génétiques et classification moléculaire 
La recherche de signatures génétiques des tumeurs a été motivée par le besoin de mieux 
classer les différents cancers du sein, afin d’améliorer le diagnostic et la prise en charge 
thérapeutique. En 2000, Perou et al. ont déterminé le profil d’expression de 8102 gènes dans 
65 prélèvements, chez 42 individus atteints ou non de cancer du sein. Ce travail a permis de 
sélectionner un panel de 496 gènes permettant de classer les tumeurs en quatre sous-classes. 
Une seconde publication des mêmes auteurs a mis en évidence l’année suivante  une 
cinquième catégorie. Ces catégories, représentées sur la figure 2, sont déterminées par une 
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signature moléculaire et par les caractéristiques suivantes (Perou et al, 2000; Sorlie et al, 
2001) :  
• Sous-type basal-like (10-25% des tumeurs) : faible expression de ER-α, PR et HER2, 
forte expression des cytokératines 5/6 et/ou 17, généralement p53 mutées, fortement 
proliférantes  
• Sous-type HER2+ (15-20% des tumeurs) : surexpression de HER2 et de gènes 
associés, faible expression de ER-α 
• Sous-types luminaux A, B et C : surexpression de ER-α associée dans chaque cas à un 
groupe de gènes particuliers, avec ou sans surexpression de HER2 
 
 
 
Figure 2 : Classification moléculaire des cancers du sein 
Analyse des profils d’expression de 427 gènes sur un échantillon constitué de 78 carcinomes, 
3 tumeurs bégnines et 4 tissus normaux.  Les tumeurs se répartissent en 5 groupes, basés sur 
leurs différences d’expression géniques : Luminal A (bleu foncé), Luminal B (orange), 
Luminal C (bleu clair), basal-like (rouge) et HER2-positif (rose) (Adapté de Sorlie et al, 
2001) 
 
 
A partir de 2007, le sous-type claudin-low/basal B a été ajouté à cette classification. Ce 
groupe est caractérisé par une faible expression des protéines de jonctions serrées E-
cadhérine, claudines 3, 4 et 7, et se rapproche du sous-groupe basal-like, notamment par une 
faible expression de ER, PR et Her2. De manière intéressante, les tumeurs claudin-low/basal 
B sont enrichies en cellules CD49f+/EpCAM-/low, qui est un phénotype de cellules souches 
mammaires normales, ainsi qu’en cellules souches cancéreuses CD24-/CD44+ et ALDH+ 
 
 
 
Basal-like HER2+ Sein 
normal 
Luminal 
B 
Luminal 
C 
Luminal 
A 
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(Voir partie II), et sont faiblement proliférantes. Ces cellules présentent également des 
caractéristiques mésenchymateuses (Voir partie II). Enfin, la plupart des tumeurs classées 
dans ce groupe présentent une sensibilité aux traitements chimiothérapeutiques, mais sont 
globalement de mauvais pronostique (Prat et al, 2010). La survie globale en fonction des 
différents sous-types est présentée sur la figure 3. 
 
 
 
Figure 3 : Survie globale en fonction des sous-types moléculaires de cancers du sein 
Survie globale en fonction du sous-type moléculaire considéré, pour deux bases de données 
indépendantes : NKI295 (thérapie locale uniquement) et UNC337 (tous types de traitements) 
(Adapté de Prat et al., 2010) 
 
 
Tumeurs du sein triple-négatives 
Certaines tumeurs sont décrites comme triple-négatives dans la littérature. Cette nomenclature 
ne désigne pas un sous-type en particulier, mais regroupe toutes les tumeurs présentant un 
phénotype ER-/PR-/HER2-. En réalité, 50 à 75% des tumeurs triple-négatives sont comprises 
dans le sous-type basal-like. Toutefois, des travaux ont mis en évidence la présence de 
tumeurs triple-négatives dans d’autres sous-types. Par exemple, bien que cela semble 
paradoxal, certaines tumeurs triples négatives possèdent un profil d’expression génique qui 
les classe dans le sous-type HER2+, ce qui a conduit à renommer ce groupe en « HER2enrichi » 
(Perou, 2011). De même, certaines tumeurs triples négatives peuvent être classées dans les 
sous-types luminaux A/B et claudin-low/basal B. 
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2° Traitements des cancers du sein 
 
Principaux modes de traitements 
Classiquement, le traitement est choisi à l’issue de la réunion de concertation 
pluridisciplinaire et dépend du type de tumeur, de son grade, des différentes données 
d’anatomopathologie et des statuts des marqueurs. Lorsque cela est possible, les carcinomes 
mammaires et éventuellement les métastases sont traités par exérèse, éventuellement 
accompagnée d’un curetage des ganglions axillaires si ceux-ci sont atteints. Des séances de 
radiothérapie sont pratiquées presque systématiquement. La chimiothérapie est un traitement 
systémique indiqué dans le cas de cancers infiltrants et métastatiques, et est administrée avant 
ou après chirurgie (chimiothérapies néoadjuvante/adjuvante). Lorsque HER2 est surexprimé, 
la patiente peut bénéficier d’un traitement ciblé. Ainsi, les anticorps trastuzumab 
(Herceptin®) ou le lapatinib (Tyverb®) sont des traitements qui ciblent la protéine HER2. 
Enfin, lorsque les récepteurs hormonaux sont exprimés, la patiente peut être traitée par 
hormonothérapie : anti-œstrogène (tamoxifène), inhibiteur d’aromatase ou agonistes de la 
LHRH (INCA, 2012). 
 
Radiothérapie mammaire 
Une radiothérapie post-opératoire est pratiquée dans la plupart des cas de cancers du sein, 
même si certaines études ont cherché à identifier des groupes de patientes à bas risque de 
récidive pouvant se passer de ce type de traitement. Pour les cancers in situ et infiltrants, la 
radiothérapie réduit significativement le risque de récidive locale et augmente la survie, tous 
facteurs confondus, comme cela a été montré dans une méta-analyse de l’EBCTCG (Early 
Breast Cancer Trialists' Collaborative Group) publiée en 2000 et réalisée sur 20 000 patientes. 
Les bénéfices de la radiothérapie ne sont donc plus à démontrer, même si la médecine 
s’intéresse aujourd’hui aux différents protocoles pouvant être appliqués. Généralement, une 
dose totale d’au moins 50 Gy est appliquée en 25 fractions de 1,8 à 2 Gy, à raison de 5 
fractions par semaine. Le fractionnement des doses permet d’épargner autant que possible les 
tissus sains environnant la tumeur.  Dans certains cas, et notamment chez les femmes jeunes à 
haut risque de récidive, une irradiation complémentaire du lit tumoral est appliquée. Ce 
complément, appelée boost, varie de 10 à 25 Gy et peut être administré par photons, faisceau 
direct d’électrons ou encore par curiethérapie, cette dernière technique étant réalisée par 
placement de la source d’irradiation à proximité directe de l’organe à traiter. Les nouvelles 
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orientations de la radiothérapie concernent notamment les protocoles « concentrés » ou 
« hypo-fractionnés », qui consistent à augmenter les doses de chaque fraction et à réduire la 
durée du traitement. D’autre part, des méthodes dites « d’irradiation partielle » chez des 
patientes à faible risque de récidive ont pour but de remplacer la radiothérapie classique par 
d’autres protocoles: curiethérapie, irradiation préopératoire en séance unique, radiothérapie 
externe conformationnelle tridimensionnelle (Cutuli, 2012; Hannoun-Levi & Marsiglia, 2004; 
Maingon et al, 2004). 
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B- Réponses cellulaires aux dommages radioinduits 
 
1° Effets des radiations ionisantes sur le vivant 
 
Les rayonnements ionisants ont des conséquences sur les cellules directement irradiées. D’une 
part ces rayons, hautement énergétiques, peuvent endommager directement les 
macromolécules biologiques en leur arrachant des électrons. D’autre part, les réactions 
d’ionisation de l’eau génèrent des radicaux libres instables, qui altèrent les matériaux 
biologiques (ADN, lipides, protéines). Ces effets sur les cellules « cibles » de l’irradiation 
sont à distinguer des effets « non ciblés », sur les cellules voisines des cellules irradiées (effets 
bystander) et sur leurs descendantes (effets transgénérationnels), qui seront détaillés dans un 
autre chapitre. 
 
Effets directs des rayonnements ionisants sur la matière 
Un rayonnement particulaire ou électromagnétique est ionisant lorsqu’il est capable 
d’arracher des électrons à la matière. Les rayonnements ionisants proviennent de l’expulsion 
de particules par les noyaux instables, c’est-à-dire possédant trop de neutrons ou de protons. 
Les rayonnements α et β sont des rayonnements ionisants particulaires, et sont accompagnés 
de l’émission d’un noyau d’hélium (particule α) ou d’électrons et antiélectrons (particules β- 
et β+). Les rayonnements ionisants électromagnétiques comprennent les rayons X et les rayons 
γ, et sont utilisés en radiothérapie. 
Lorsque le noyau fils engendré par la désintégration du noyau père radioactif se trouve dans 
un état excité, il peut se désexciter en émettant un rayonnement photonique γ. Les éléments 
radioactifs 60Cobalt et 137Cesium sont par exemple des noyaux dont la désintégration émet des 
rayons γ. L’énergie portée par ces rayons γ est exprimée en électronvolts (eV). Les rayons γ 
possèdent généralement une énergie comprise entre quelques kilo-eV et plusieurs centaines de 
Giga-eV, et interagissent directement avec la matière lorsqu’ils la traversent. Les rayons γ 
agissent sur la matière vivante majoritairement grâce à l’effet Compton : le rayon photonique 
arrache des électrons aux atomes rencontrés, et l’énergie restant est réémise sous forme d’un 
nouveau rayon γ. Lorsque le rayon γ traverse les cellules, il arrache des électrons aux 
molécules biologiques comme les lipides, les protéines et l’ADN, et induit ainsi des lésions 
directes des composants cellulaires. La quantité d’Energie absorbée par unité de masse de 
matière est définie par la dose exprimée en Gray (1 Gray = 1 Joule/kg de matière traversée). 
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Effets indirects : génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
Les radicaux libres sont des espèces chimiques contenant un ou plusieurs électrons non 
appariés. Ces espèces ne respectent pas la règle de l’octet, qui énonce que les atomes avec un 
numéro atomique supérieur à 4 se combinent de manière à posséder 8 électrons dans leur 
couche électronique externe. Du fait de ces électrons non appariés, les radicaux libres 
présentent une grande instabilité, une durée de vie très courte et tendent à réagir avec d’autres 
atomes en modifiant leur structure et leur fonction, et peuvent ainsi interférer avec les 
molécules biologiques. Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont des bioproduits du 
métabolisme aérobie, qui génère des radicaux libres hautement réactifs. Les principaux ROS 
sont l’anion superoxide O2-, l’oxygène singulet O2, le radical hydroxyle HO, ainsi que le 
peroxyde d’hydrogène H2O2 et l’ozone O3 qui sont eux-mêmes des sources de radicaux libres. 
Plus généralement, la famille des ROS comprend également l’oxyde nitrique NO (Kobayashi 
& Suda, 2012). 
En conditions physiologiques, la principale source de ROS endogènes est le métabolisme 
mitochondrial, qui produit des radicaux oxygénés au cours de la respiration. D’autres 
systèmes enzymatiques cytosoliques ainsi que le peroxysome peuvent générer des ROS. Ces 
ROS endogènes ont un rôle physiologique important, car ils régulent certaines fonctions de 
l’organisme comme l’inflammation ou la réponse immunitaire, et certaines fonctions 
cellulaires comme la croissance, la survie, la prolifération ou encore la migration cellulaire. A 
plus fortes concentrations, les ROS ont un effet délétère sur les composants cellulaires en 
infligeant des dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides. Les organismes aérobies 
possèdent un arsenal de défenses anti-oxydantes, mais également un système de production 
d’espèces oxydantes, afin de maintenir le niveau de ROS à un point d’équilibre, appelé 
balance oxydative (Vera-Ramirez et al, 2011). L’équilibre des ROS correspond donc à un 
fonctionnement cellulaire normal (figure 4).  
Les défenses anti-oxydantes comprennent d’une part des molécules non enzymatiques comme 
les vitamines C et E, le glutathion et le β-carotène, et d’autre part des enzymes de 
détoxification des ROS comme les superoxide dismutases (SOD), les catalases (CAT) et 
différentes peroxydases. Ces défenses possèdent la capacité de réduire les ROS en molécules 
peu réactives, principalement en eau et en dioxygène. La production de ROS par les cellules 
implique les complexes NADPH-oxydases (NOX) (Scandalios, 2005). Les principales voies 
de biosynthèse et de détoxification des ROS sont résumées sur la figure 5.  
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Figure 4 : Rupture de la balance oxydative et conséquences cellulaires 
(Adapté de Finkel et Holbrook, 2000) 
 
 
 
 
Figure 5 : Principales voies de biosynthèse et de détoxification des ROS 
 (Source : Frederico Cisnetti) 
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La rupture de la balance oxydative, par excès de ROS ou par manque de défenses anti-
oxydantes, est une situation nommée stress oxydant (ou stress oxydatif). Le nombre de lésions 
dues au stress oxydant endogène est estimé à 1,5.105 par jour pour une cellule humaine. 
L’accumulation de dommages induits par le stress oxydant serait un des facteurs à l’origine 
du vieillissement cellulaire et de l’induction de la senescence. Les ROS jouent également un 
rôle important dans l’initiation et dans la progression tumorale. Ainsi, les radicaux libres 
favorisent l’accumulation de mutations génétiques dont certaines peuvent concerner des 
oncogènes ou des gènes suppresseurs de tumeurs. D’autre part, les radicaux libres agissant 
comme messagers secondaires dans différentes cascades de signalisation, une rupture de la 
balance oxydative a des conséquences sur l’équilibre entre prolifération et mort cellulaire. 
Enfin, les ROS peuvent induire des altérations épigénétiques qui jouent un rôle clé dans le 
développement tumoral. Ainsi, l’altération par le stress oxydant des bases azotées interfère 
avec la liaison entre l’ADN et les DNA-méthyltransférases (DNMTs), ce qui a pour 
conséquences une hypométhylation globale du génome et la perturbation du fonctionnement 
cellulaire (Ziech et al, 2011). 
Les ROS sont produits de manière endogène par la cellule lors de son fonctionnement normal, 
mais peuvent également avoir une origine exogène. Ainsi, les rayonnements ionisants, les 
rayons ultra-violets et le stress chimiothérapeutique sont par exemple des sources importantes 
de ROS exogènes. En particulier, les rayonnements ionisants très énergétiques génèrent des 
radicaux libres par radiolyse de l’eau, principal composant du volume cellulaire. Le 
déferlement brutal de ROS sur la cellule, proportionnel à la dose d’irradiation, cause une 
rupture de la balance oxydative et de nombreux dommages cellulaires. D’une part, le stress 
oxydant peut endommager les lipides, ainsi la peroxydation lipidique induit la formation 
d’époxydes et d’aldéhydes dont certains sont des carcinogènes. D’autre part, les ROS 
endommagent les protéines, ayant pour résultat des altérations structurales et une perte de 
fonction. Enfin, les ROS exogènes peuvent induire des lésions sévères du génome (Finkel & 
Holbrook, 2000). Ces lésions sont de plusieurs types : formation de sites abasiques, 
modifications des sucres, bases adduites et désaminées, cassures simples brin. Deux lésions 
oxydatives éloignées de moins de 10 paires de bases forment une lésion oxydative de l’ADN 
clusterisée (OCDL), qui peut évoluer dans certains cas en cassure double brin. La lésion 
oxydative génomique la plus courante est la 8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-oxodG), qui sert de 
biomarqueur du stress oxydant et des dommages à l’ADN. D’une manière générale, 
l’évaluation des dommages de l’ADN permet d’obtenir des indications sur le stress oxydant 
subit par la cellule  (Sedelnikova et al, 2010). 
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2° Destin d’une cellule irradiée 
 
Les rayonnements ionisants et les espèces radicalaires de l’oxygène (ROS) induisent des 
cassures doubles brins (CDB) et simple brin (CSB) de l’ADN. L’induction des CDB par les 
ROS est indirecte, car elle apparait comme la conséquence de la non-réparation d’un nombre 
trop important de CSB. En réponse à ces dommages, la cellule active différents points de 
contrôle (Checkpoints).  
Immédiatement après irradiation, les CDB et CSB sont détectées par des protéines 
« senseurs », formant des complexes protéiques. Ces protéines sont certainement nombreuses 
et encore mal connues. Les premières à avoir été décrites sont Mre11, Rad51 et Nsb1, qui 
forment ensemble le complexe « MRN », et BRCA1 connue pour son implication dans la 
prédisposition génétique aux cancers du sein. Les complexes senseurs activent en aval des 
cassures d’une part des kinases dites « transductrices » de signal, et d’autre part des 
mécanismes de réparation de l’ADN. Les kinases sont dans un premier temps les protéines 
ATM, ATR et DNA-PKcs. ATM est en particulier recrutée par le complexe MRN sur les sites 
de cassures doubles brin, et activée entre autres par autophosphorylation. ATR est 
majoritairement recrutée au niveau des cassures simple brin par les complexes de réplication-
protéine A (RPA), et activée par association avec son cofacteur ATRIP. DNA-PKcs est 
activée par l’hétérodimère Ku70/Ku80 pour former le complexe DNA-PK. ATM et ATR ont 
de nombreux substrats, dont certains en commun, qui interviennent dans la réponse cellulaire 
aux cassures de l’ADN et dans la réparation de ces cassures (figure 6). Parmi ces substrats, les 
protéines Chk1 (phosphorylée par ATR) et Chk2 (phosphorylée par ATM) sont essentielles au 
déclenchement des points de contrôle du cycle cellulaire en agissant sur les protéines de cycle 
dites « effectrices » (Christmann et al, 2003).  
Dans les tissus normaux, le destin de la cellule irradiée est déterminé en grande partie par la 
protéine p53, activée notamment par les kinases effectrices ATM, ATR, Chk1 et Chk2. Dans 
ces tissus, la stabilisation de p53 permet d’engager les cellules trop endommagées dans la 
sénescence et/ou l’apoptose immédiate p53-dépendante. Toutefois, p53 est inactivée dans plus 
de la moitié des tumeurs qui perdent alors leur susceptibilité à l’apoptose immédiate. Dans ces 
cellules p53-mutées, les cellules irradiées incapables de réparer leurs cassures meurent 
d’apoptose p53-indépendante ou de catastrophe mitotique, série d’évènements résultant d’une 
mitose aberrante, sur lesquels je reviendrai par la suite (Brady & Attardi, 2010; Gudkov & 
Komarova, 2003).  
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Figure 6 : Rôle central des kinases « transductrices » dans la réponse à l'irradiation 
 
 
Lorsque les dommages de l’ADN sont réparables, le blocage de cycle cellulaire permet le bon 
déroulement des mécanismes de réparation. Une fois la réparation terminée, la cellule 
s’engage dans la reprise de prolifération. Si le dommage est mal réparé, la cellule devient 
alors sénescente ou apoptotique. Des défauts dans les points de contrôle peuvent conduire à 
une instabilité génétique, les cellules défectueuses pouvant s’engager dans des divisions 
cellulaires alors que des dommages de l’ADN subsistent, tels que des mutations, des délétions 
ou encore des gains de matériel génétique. Roschke et al. ont ainsi montré l’existence d’une 
corrélation négative entre l’instabilité chromosomique et l’activité des voies de réponse aux 
dommages de l’ADN, dans un panel de lignées cancéreuses (Roschke et al, 2008). Cette 
instabilité a pour conséquences d’une part une mutagenèse importante, et l’acquisition de 
nouvelles propriétés par les cellules instables, ou d’autre part le déclenchement d’une 
catastrophe mitotique. Les différents points de décision mis en œuvre dans la réponse 
cellulaire à l’irradiation sont résumés sur la figure 7. 
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Figure 7 : Réponses des cellules de mammifères à l’irradiation 
(Adapté de Gudkov et Komarova, 2003) 
 
 
3° Réponses précoces aux radiations ionisantes 
 
Activation par l’irradiation des points de contrôle du cycle cellulaire 
Comme vu précédemment, lorsque les cellules n’entrent pas en sénescence/apoptose, les 
dommages réparables de l’ADN conduisent à l’activation des kinases effectrices ATM, ATR, 
DNA-PKcs, Chk1 et Chk2 et à un blocage du cycle cellulaire (Iliakis et al, 2003). Les cellules 
effectuent un cycle cellulaire en passant par les phases G1/S/G2/M. La progression dans le 
cycle se fait grâce à la dynamique des cyclines et cyclines kinase-dépendantes, dont l’activité 
dépend de l’état de phosphorylation (protéines Wee1, Myt1). En cas de dommages, les points 
de contrôle sont activés de plusieurs manières. Les blocages en G1 ou G2 ont lieu notamment 
grâce à l’inhibition des phosphatases Cdc25. Cette inhibition est amorcée par les 
phosphokinases Chk1 et Chk2. Les phosphatases Cdc25 activent en temps normal les 
ensembles cycline/cycline kinase-dépendantes. La destruction des phosphatases Cdc25, et en 
particulier de Cdc25-A, induit un blocage du cycle cellulaire en phases G1 ou G2. Un second 
mécanisme p53-dépendant implique la dégradation de l’ensemble Cdk2/Cycline E par p21, ce 
qui inhibe la transition G1/S et induit un blocage en phase G1. Enfin, p38 et son effecteur 
MAPKAP kinase-2 (MK2), activés par ATM et ATR, sont impliqués dans le blocage en G2, 
par destruction des Cdc25. Ce dernier phénomène reste toutefois partiellement compris. Les 
principales voies de blocage du cycle en phases G1 et G2 sont représentées sur la figure 8. 
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La maintenance du blocage de cycle à long terme implique entre autres la protéine p53, 
stabilisée notamment par phosphorylation sur les serines 15 et 20, par ATM, ATR, Chk1 et 
Chk2. P53 stabilisée se lie au promoteur de différents gènes. P53 maintient également le 
blocage de cycle en G1 au travers de p21, ce qui lui confère un rôle dans la réponse à 
l’irradiation autre que celui d’inducteur de l’apoptose. Il est intéressant de noter que les 
cellules mutées pour p53, comme les cellules cancéreuses, ne se bloquent pas en phase G1 en 
réponse aux cassures de l’ADN, mais sont capables de se bloquer en phase G2. Il existe donc 
des mécanismes p53-indépendants pour maintenir le blocage, notamment la cascade des 
MAPK impliquant p38/MK2. 
Après réparation des cassures, des protéines agissent à différents niveaux pour mettre un 
terme au blocage de cycle. Citons parmi ces acteurs la protéine Plk1, essentielle mais non 
suffisante pour la reprise des divisions cellulaires, ainsi que les phosphatases PP2A et PP1. 
Enfin, la phosphatase PP2Cδ aussi appelée Wip1 agit sur le point de contrôle notamment en 
régulant négativement p53. 
 
 
 
Figure 8 : Organisation moléculaire des points de contrôle en phases G1 et G2 
(Adapté de Iliakis et al., 2003) 
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La survie des cellules après un stress génotoxique dépend de l’activation des points de 
contrôle ATR/Chk1, ATM/Chk2 ou p38/MK2. Des défauts dans ces points de contrôle 
peuvent avoir pour conséquence une reprise du cycle cellulaire alors que la cellule n’a pas 
réparé tous les dommages, ce qui peut entrainer des mutations et une instabilité du génome 
(Nakanishi et al, 2006). Il est de plus intéressant de noter que les disfonctionnements des 
points de contrôle du cycle, par exemple à cause de mutations héréditaires, sont très souvent 
associés à des désordres sévères, et en particulier à une prédisposition au cancer (Iliakis et al, 
2003; Medema & Macurek, 2012). 
 
Réparation des cassures doubles brin 
L’irradiation induit des cassures doubles brin et simple brin. Ces dommages, et notamment les 
cassures doubles brin (DSB) sont particulièrement toxiques pour la cellule et doivent donc 
être réparés. La voie de réparation utilisée dépend de plusieurs facteurs, et en particulier de la 
phase du cycle cellulaire au moment de l’irradiation. Afin de permettre un bon déroulement 
de la réparation, ces voies sont étroitement liées aux mécanismes d’activation des points de 
contrôle du cycle décrits précédemment. Ainsi, les complexes senseurs, outre l’activation des 
points de contrôle par la voie ATM/ATR, permettent le recrutement des protéines de 
réparation des cassures (Langerak & Russell, 2011). Les principales voies de réparation des 
DSB sont la ligature d’extrémités non homologues (NHEJ canonique) et la recombinaison 
homologue (HR) (Kass & Jasin, 2010) (figure 9). D’autres mécanismes de réparation ont été 
proposés, comme par exemple l’hybridation simple brin ou le NHEJ alternatif (Rass et al, 
2012), mais ils ne seront pas développés ici. 
La réparation de type HR (figure 9A) est induite dans les cellules en phase S-tardive/G2. Son 
activation dépend notamment de la protéine BRCA1 (Chapman et al, 2012). La 
recombinaison homologue débute par la résection des extrémités lésées grâce à des nucléases 
et des hélicases, ces extrémités sont protégées par les protéines RPA, puis un complexe de 
réparation composé entre autres de BRCA2 et RAD51 permet la reconstitution du brin abimé 
à partir d’un brin homologue fourni par la chromatide sœur. Ce mode de réparation est fidèle 
et n’induit normalement pas de mutations du génome. Rappelons que les mutations 
héréditaires de BRCA1 et BRCA2 constituent un facteur de risque important dans les cancers 
du sein, par l’altération des mécanismes de réparation de l’ADN et l’instabilité génétique qui 
en découle.  
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Le NHEJ (figure 9B) est un processus indépendant des étapes du cycle cellulaire, mais 
particulièrement utilisé lorsque la cellule irradiée est en phase G0/G1/S-précoce. Il débute par 
le recrutement de protéines senseurs comme vu précédemment. Chez les mammifères, 
l’engagement dans la voie du NHEJ est régulé par la protéine 53-BP1, compétitrice de 
BRCA1, puis les premières protéines formant le complexe de réparation sont Ku70-Ku80 et 
DNA-PKcs, suivies par l’engagement de l’hélicase Artemis et du complexe XRCC4-LIG4-
XLS. Ces protéines contribuent à protéger les extrémités lésées de l’ADN, et à rapprocher ces 
deux extrémités en vue d’une ligature directe. En autorisant les erreurs de réparation, les 
mutations, les délétions et les gains nucléotidiques, ce mode de réparation peut 
potentiellement contribuer à l’instabilité du génome.  
 
 
 
 
Figure 9 : Principaux mécanismes de réparation des cassures doubles brins 
(Rass et al., 2012) 
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Voies de signalisation activées par les ROS 
Les effets des ROS endogènes et exogènes ne se limitent pas aux dommages mécaniques 
subits par les composants cellulaires, et principalement par les protéines et l’ADN. Ainsi, les 
espèces radicalaires jouent un rôle de messagers cellulaires, en agissant sur la régulation de 
différents gènes et voies de transduction des signaux. Une grande partie de cette action 
concerne d’une part les voies des MAPK qui régulent différents facteurs de transcription, et 
d’autre part la protéine NF-κB qui est elle-même un facteur de transcription. L’activation de 
la protéine p53 quant à elle serait plutôt liée aux dommages de l’ADN directement induits par 
les espèces radicalaires. 
La voie RAS/MAPK comporte une série de serine/thréonine-kinases qui, par régulations 
positives ou négatives, contrôlent entre autres un éventail de processus impliqués dans la 
carcinogenèse, tels que la prolifération, la différenciation, l’apoptose, la motilité cellulaire ou 
encore le métabolisme. Les MAPK sont généralement divisées en trois sous-familles : la 
famille ERK (composée de ERK1 et ERK2), la famille JNK1/2 et la famille des p38 MAPK. 
Ces trois familles, détaillées sur la figure 10, fonctionnent sur le même modèle. Par exemple, 
en ce qui concerne la famille ERK bien décrite dans la littérature, dans un premier temps un 
récepteur aux tyrosines kinases (ErbB-1/2/3) active une protéine RAS (K-RAS, N-RAS, H-
RAS). Cette protéine RAS permet la translocation d’une protéine RAF (RAF-1, B-RAF, A-
RAF) à la membrane plasmique. La protéine RAF active alors par phosphorylation la kinase 
MEK-1/2, qui elle-même active ERK-1/2. L’activation des trois familles MAPK a été 
observée en réponse à une modification de la balance oxydative de la cellule, et en particulier 
en réponse à l’irradiation. Les ROS-radioinduits agiraient sur la voie des MAPK en inhibant 
les protéines tyrosine phosphatases (PTPases), qui elles-mêmes inhibent les récepteurs aux 
tyrosines kinases de type ErbB. L’irradiation aurait pour conséquence d’empêcher la 
répression de ERBB1, et donc d’activer les voies MAPK. Les effets de ces activations sont 
différents selon la famille MAPK considérée. Ainsi, les familles RAF1-ERK-1/2 ont une 
action anti-apoptotique et proliférative tandis que les familles JNK1/2 et p38 ont une action 
pro-apoptotique. Le stress oxydatif, en activant ces différentes familles moléculaires, est à 
l’origine de l’établissement d’une balance entre survie et mort cellulaire. Un mécanisme 
similaire est à l’origine de l’activation des voies PI3K/AKT anti-apoptotiques par l’irradiation 
(Valerie et al, 2007; Waris & Ahsan, 2006).  
 
 
27 
 
 
Figure 10 : Voies de signalisation MAPK et PI3K dans les cellules de carcinomes 
humains 
(Adapté de Valerie et al., 2007) 
 
 
Le facteur de transcription NF-κB régule des gènes impliqués dans la transformation 
cellulaire, la prolifération, l’angiogenèse, et l’apoptose. Généralement, NF-κB est associé à la 
protéine inhibitrice IκB et maintenu dans le cytoplasme. En réponse à une modification de la 
balance oxydative, la dissociation de NF-κB et IκB permet la migration de NF-κB dans le 
noyau et la transcription de gènes de réponse au stress oxydant (Allen & Tresini, 2000; Vera-
Ramirez et al, 2011).  
 
4° Senescence et morts cellulaires radioinduites 
 
A la suite d’une irradiation et lorsque les dommages subis par la cellule normale ou tumorale 
sont trop importants, celle-ci peut entrer en sénescence ou déclencher une mort cellulaire 
programmée. La « mort cellulaire programmée » est par définition une mort contrôlée par des 
voies de signalisation, dont les trois principales formes sont l’apoptose, la nécrose et 
l’autophagie, bien que l’autophagie puisse également jouer un rôle dans la survie cellulaire 
(Hotchkiss et al, 2009). De plus, dans de nombreux cas, ces voies sont complémentaires les 
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unes des autres (Ouyang et al, 2012). Après une brève description de ces différents processus, 
nous verrons que les cellules tumorales mammaires irradiées meurent essentiellement dans un 
contexte particulier de catastrophe mitotique. 
 
Senescence 
La sénescence est un processus au cours duquel une cellule cesse de proliférer en phase G1 et 
adopte une morphologie large, plate et granuleuse, présente un cytoplasme vacuolisé, tout en 
restant métaboliquement active (Gewirtz et al, 2008; Vicencio et al, 2008). Les cellules 
sénescentes présentent une activité β-Galactosidase acide élevée, ainsi qu’une accumulation 
des protéines p21 et p27. L’entrée en sénescence est déclenchée par différents facteurs, parmi 
lesquels le raccourcissement des télomères (sénescence réplicative décrite par Léonard 
Hayflick) et les dommages de l’ADN causés par des stress génotoxiques comme les 
rayonnements ionisants (sénescence accélérée). La sénescence est proposée traditionnellement 
comme un mécanisme suppresseur de tumeur, car elle permet d’éviter la prolifération de 
cellules endommagées. Toutefois, les cellules sénescentes secrètent un cocktail de cytokines 
inflammatoires (Il6, Il8…), de facteurs de croissance et de protéases comme par exemple des 
métalloprotéinases (MMP). Le maintien d’un état inflammatoire permanent par les cellules 
sénescentes contribuerait ainsi au vieillissement prématuré et favoriserait la cancérogenèse 
(Sabin & Anderson, 2011; Trentesaux & Riou, 2010).  
Deux voies de signalisation sont impliquées dans l’entrée des cellules en sénescence 
réplicative : la voie p53 et la voie pRb (figure 11).  
 
Figure 11 : Initiation et médiateurs moléculaires de la sénescence 
(Adapté de Sabin et Anderson, 2011) 
29 
 
Seule la voie p53 serait impliquée dans l’entrée des cellules en sénescence accélérée. L’entrée 
en senescence accélérée débute par l’activation des kinases ATM/ATR/Chk1/Chk2, qui à leur 
tour stabilisent p53. La stabilisation de p53 induit l’activité de p21 et l’arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1. Ainsi, les cellules tumorales mutées pour p53/p21 sont plutôt 
réfractaires à la sénescence, et entrent en apoptose ou subissent une catastrophe mitotique 
après irradiation. 
 
Mort programmée de type I : L’apoptose 
L’apoptose a été décrite pour la première fois par Kerr et al. en 1972 (Kerr et al, 1972), et est 
caractérisée d’un point de vue phénotypique par des changements de morphologie : 
contraction de la cellule, condensation et fragmentation de la chromatine, diminution du 
volume nucléaire. La structure des organites et l’intégrité des membranes sont préservés 
jusqu’à la transformation ultime de la cellule en corps apoptotiques qui seront ingérés par des 
macrophages. Ce type de mort cellulaire ne déclenche donc pas de réaction inflammatoire, et 
est généralement présenté comme la voie de mort empruntée préférentiellement lorsque les 
cellules sont trop endommagées (Hotchkiss et al, 2009). L’apoptose est un processus 
naturellement mis en œuvre dans différentes fonctions physiologiques comme 
l’embryogenèse ou l’involution de la glande mammaire à la fin de la lactation. Des défauts 
d’apoptose peuvent conduire à diverses pathologies. Une activation anormale de l’apoptose à 
lieu dans certaines maladies neuro-dégénératives ou anémies, au contraire une inhibition de 
l’apoptose est généralement observée dans la cancérogenèse, dans certains désordres auto-
immuns et infections virales (Thompson, 1995). Enfin, l’apoptose est déclenchée par les 
cellules en cas de stress génotoxique, lorsque l’ADN est trop endommagé et ne peut être 
réparé. 
On distingue deux formes d’apoptose déclenchées par des voies moléculaires distinctes : la 
voie extrinsèque ou voie des récepteurs de mort, et la voie intrinsèque ou voie mitochondriale 
(Marchetti, 2005) (figure 12). Ces deux voies peuvent de plus communiquer entre elles, et 
aboutissent à l’activation en cascade de caspases, qui contribuent au clivage des composants 
cellulaires.  
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Figure 12 : Représentation simplifiée des voies apoptotiques intrinsèque et extrinsèque 
(Marchetti, 2005) 
 
 
Les récepteurs de mort font partie de la super-famille TNF/TNF-R, qui contrôle différentes 
fonctions cellulaires comme l’apoptose, la prolifération, la survie et la différenciation. Plus de 
30 récepteurs appartenant à cette super-famille ont été caractérisés, chacun étant activé par un 
ligand (Gaur & Aggarwal, 2003). Dans cette super-famille, les récepteurs de mort peuvent 
induire l’apoptose, grâce à la présence d’un domaine cytoplasmique appelé « domaine de 
mort » (Death Domain), qui permet la transmission du signal induit par l’interaction ligand-
récepteur. La  famille des récepteurs de mort comprend 8 membres composés de couples 
récepteurs/ligands, parmi lesquels 3 couples sont très impliqués dans le sein normal et 
cancéreux :  
- Le récepteur FAS dont le ligand est FASL, fortement impliqué dans la plasticité de la 
glande mammaire au cours des cycles menstruels et de la grossesse 
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- Le récepteur TRAIL-R, surexprimé dans les cellules tumorales, et dont le ligand est 
TRAIL 
- Le récepteur TNF-R1, dont le ligand est TNF-α 
Le ligand TNF-α est une cytokine secrétée. Les ligands FASL et TRAIL possèdent un 
domaine d’ancrage à la membrane, et fonctionnent par activation autocrine ou paracrine. Dans 
les cancers, FASL et TRAIL peuvent être clivés, et des formes solubles et actives des ligands 
sont alors secrétées dans le milieu. Les protéines de clivage comprennent notamment les 
metalloprotéinases, comme par exemple la protéine MMP-7 capable de cliver le ligand FASL 
(Curtin & Cotter, 2003). Lorsque l’un des récepteurs de mort cités ici est activé par la fixation 
de son ligand, celui-ci déclenche une voie de signalisation comprenant des protéines 
adaptatrices, dont la protéine FADD, qui à leur tour activent par clivage les caspases 8 et 10 
(Mahmood & Shukla, 2010).  
La voie apoptotique intrinsèque (ou voie mitochondriale) est dépendante de la famille de 
protéines Bcl-2, qui exercent soit une action pro-apoptotique (Bax, Bcl-Xs, Bid, Bad…), soit 
une action anti-apoptotique (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, A1, Boo…). Une rupture de la 
balance entre les facteurs pro- et anti-, en faveur des facteurs pro-apoptotiques, détermine 
l’entrée de la cellule en apoptose par relargage de cytochrome c mitochondrial et activation 
des caspases 9 et 3. L’apoptose mitochondriale peut de plus être activée sous le contrôle de 
p53, qui permet la transcription de nombreux gènes pro- et l’inhibition de gènes anti-
apoptotiques. Enfin une augmentation du taux intracellulaire de céramides, due à 
l’endommagement de la membrane plasmique ou synthétisés par la Céramide Synthase, 
aboutit également à la transcription de gènes pro-apoptotique (Marchetti, 2005). 
Les voies intrinsèque et extrinsèque aboutissent toutes deux à l’activation ultime des caspases 
3 et 7. Ces caspases exécutrices, et en particulier la caspase 3, permettent le clivage de 
substrats et le déclenchement de l’apoptose (Fischer et al, 2003). On dénombre actuellement 
plusieurs centaines de substrats, répartis en grandes familles de fonctions : 
- Dégradation de la molécule d’ADN et inhibition des voies de réparation : substrats 
ICAD, Rad51, PARP1, ATM, DNA-PK… 
- Inhibition des mécanismes de transcription et de traduction 
- Arrêt du cycle cellulaire : clivage de cyclines 
- Levée de l’inhibition de l’apoptose : clivage de protéines anti-apoptotiques, Bcl-Xl, 
Bcl-2 ou d’inhibiteurs de caspases 
- Changement de morphologie cellulaire et nucléaire, par clivage de protéines du 
cytosquelette, de cadhérines, de laminines… 
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Le contrôle de l’apoptose est un processus dérégulé dans les cellules cancéreuses, et corrélé à 
l’instabilité génétique de plusieurs manières. A court terme une instabilité génétique excessive 
peut déclencher l’apoptose. A plus long terme, l’instabilité génétique peut conduire, par 
l’acquisition de mutations, à un échappement accru des cellules cancéreuses à l’apoptose. 
D’autre part, des défauts dans les voies de déclenchement de l’apoptose conduisent à la survie 
de cellules possédant des cassures de l’ADN et contribuent donc à augmenter l’instabilité 
génétique. Ces deux phénomènes sont donc intimement liés et leur désorganisation favorise la 
progression tumorale (Zhivotovsky & Kroemer, 2004). 
 
Mort programmée de type II : L’autophagie 
L’autophagie est un processus catabolique qui débute par la formation d’autophagosomes, 
structures délimitées par une double membrane, contenant des macromolécules et des 
organelles destinés à être recyclés par le lysosome (Chen & Karantza-Wadsworth, 2009). 
L’autophagie à la particularité de favoriser la survie cellulaire dans un contexte de stress ou de 
manque de nutriments, mais joue également un rôle de voie de mort programmée différente de 
l’apoptose et de la nécrose.  
Les acteurs de la famille Atg (Autophagy related genes), parmi lesquels Beclin1, participent à 
toutes les étapes du processus d’autophagie : induction et formation de la vésicule, fusion 
avec le lysosome, dégradation de l’autophagosome. La protéine Beclin1 interagit en temps 
normal avec les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Lors d’une privation de 
nutriments, les acteurs pro-apoptotiques Bid, Bad, Bak et Bim se lient aux protéines anti-
apoptotiques, ce qui libère la Beclin1 et déclenche l’autophagie. De plus, dans les tissus 
normaux, la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR régule négativement l’autophagie. Une 
privation de nutriments supprime la voie PI3K, ce qui conduit à une activation de l’autophagie 
et permet la survie de la cellule. Dans de nombreuses tumeurs, la voie PI3K/AKT/mTOR est 
constitutivement surexprimée, ce qui rend les cellules cancéreuses résistantes à la mort par 
autophagie. Enfin, p53 jouerait également un rôle dans le déclenchement de l’autophagie, via 
l’inhibition de mTOR ou l’activation de la protéine DRAM (Lefranc et al, 2007). 
Des études ont démontré l’implication de l’autophagie d’une part dans la mort cellulaire 
radio-induite, mais également dans la survie des cellules tumorales après irradiation. 
L’autophagie semble donc jouer un rôle double dans la réponse à l’irradiation, ce rôle 
dépendant de différents facteurs comme la nature du tissu tumoral, l’état de la cellule au 
moment de l’irradiation ou encore le niveau de régulation de l’apoptose (Palumbo & 
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Comincini, 2013). Par exemple, des études réalisées sur des lignées de cancer du sein ont 
montré qu’un blocage de l’apoptose associé à un stress génotoxique induit une mort par 
autophagie, ayant pour résultat une mortalité globalement amplifiée. Parallèlement à cela, 
l’induction de l’autophagie par des analogues de la vitamine D permet de radio-sensibiliser 
des cellules de cancer du sein (Gewirtz et al, 2009). 
 
Mort programmée de type III : La nécrose  
Historiquement, la nécrose a été décrite comme une mort cellulaire incontrôlée et passive, en 
contexte inflammatoire, par rapport à l’apoptose ou à l’autophagie qui sont des phénomènes 
actifs (Golstein & Kroemer, 2007; Ouyang et al, 2012). Par la suite, différents modèles 
expérimentaux ont mis en évidence une séquence d’évènements commune à toutes les morts 
nécrotiques : dysfonction mitochondriale, déplétion en ATP et augmentation des ROS, perte 
de l’homéostasie du calcium, migration périnucléaire des organites, activation de protéases 
comme les cathepsines et les calpaïnes, rupture du lysosome et enfin rupture de la membrane 
plasmique et réponse inflammatoire déclenchée par les cellules immunitaires.  
Certaines des caractéristiques de la nécrose sont communes à d’autres formes de morts 
cellulaires programmées. Ainsi, lorsque les caspases sont inactives, l’induction de la voie des 
récepteurs de mort, et notamment l’activation du récepteur TNF-R1 par FADD, provoque 
l’assemblage d’un complexe pro-nécrotique RIP1-RIP3 qui interagit avec des enzymes 
métaboliques comme PYGL, GLUL ou encore GLUD1, ce qui a pour conséquence une 
surproduction métabolique de ROS. Ces ROS en excès déclenchent alors le processus 
nécrotique en agissant sur la perméabilité mitochondriale. D’autres modulateurs de la nécrose 
ont été identifiés, comme par exemple PARP1, les polymères PAR, la NADPH oxydase ou 
encore les protéases de la famille des calpaïnes. Il est intéressant de noter que l’inhibition des 
voies d’apoptose peut déclencher un phénomène de nécrose, soulignant l’interconnexion qui 
existe entre les différents types de morts cellulaires programmées.  
 
Catastrophe mitotique 
Contrairement aux cellules de leucémies, la majorité des cellules de tumeurs solides, et 
notamment les cellules de cancer du sein, sont décrites comme réfractaires à l’apoptose 
immédiate après irradiation ou exposition à des drogues toxiques (Gewirtz, 2000). Au 
contraire, ces traitements induisent un arrêt prolongé de croissance en phase G2/M du cycle 
cellulaire, pouvant être associé à une perte de capacité clonogénique, et une mort cellulaire 
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tardive. Longtemps, la mort mitotique a été pauvrement caractérisée, et décrite principalement 
par des critères morphologiques, comme l’apparition de cellules géantes multinuclées, 
présentant des micro-noyaux et des vésicules (Roninson et al, 2001) (figure 13). Par la suite, 
différents travaux ont clairement montré qu’il pouvait exister un lien entre la catastrophe 
mitotique et l’apoptose. Il a ainsi été suggéré que la mort mitotique pouvait être un sous-type 
spécial d’apoptose radio-induite médiée par les caspases (Castedo et al, 2004b). 
 
 
 
Figure 13 : Illustration de la catastrophe mitotique in vitro 
Des cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-231 ont été irradiées à une dose 
unique de 10 Gy. 5 semaines après irradiation, on observe toujours en culture la présence de 
cellules géantes dont le diamètre dépasse 600 µm (flèche bleue), ainsi que des clones de 
cellules viables de taille normale (flèche verte).  
 
 
D’un point de vue moléculaire, la catastrophe mitotique se traduit par un défaut des points de 
contrôle du cycle cellulaire, pouvant avoir pour conséquence une reprise des divisons 
cellulaires alors que l’ADN reste endommagé, et la réalisation d’une mitose aberrante 
(Castedo et al, 2004a; Castedo et al, 2004b; Quignon et al, 2007). Ces défauts peuvent 
survenir au niveau du point de contrôle de phase G1, par exemple dans la voie p53/p21 ou par 
dérégulation de cdc25A. Ils surviennent également au niveau du point de contrôle de phase 
G2, par exemple par l’absence de répression prolongée de la cycline kinase Cdk1. On parle 
alors de « checkpoint adaptation », ce qui désigne l’entrée en mitose de cellules présentant 
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des dommages persistants de l’ADN. A l’issue de cette période de « checkpoint adaptation » 
la cellule peut soit subir une apoptose, soit réaliser un « glissement mitotique ». Ce terme 
désigne l’achèvement d’une mitose aberrante, sans séparation des cellules filles et avec 
conservation de chromosomes endommagés. On assiste alors à la formation de cellules 
tétraploïdes en G1. Le « glissement mitotique » serait lié à une dégradation prématurée de la 
cycline B, permettant la sortie de mitose incomplète. Enfin, ces cellules tétraploïdes peuvent 
soit mourir d’apoptose ou de nécrose, soit survivre et générer des cellules aneuploïdes 
fortement instables, présentant une mortalité accrue (figure 14). 
 
 
 
Figure 14 : Mort cellulaire par apoptose dans un contexte de catastrophe mitotique 
(a) Cycle cellulaire normal. (b) Activation par l’irradiation du point de contrôle en phase G2. 
(c) Echec d’activation des points de contrôle : les cellules entrent en mitose avec un ADN 
endommagé et subissent soit une apoptose p53-indépendante, soit un glissement mitotique 
avec passage à la tétraploïdie et une apoptose p53-dépendante ou un passage à l’aneuploïdie 
(adapté de Castedo et al., 2004) 
 
 
Des modèles cellulaires déficients pour un ou plusieurs points de contrôle ont montré que la 
catastrophe mitotique surviendrait en dernier recours, lorsqu’aucune voie de blocage du cycle 
ne peut être activée. Différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer l’augmentation 
de taille des cellules en catastrophe mitotique. Il semble toutefois que la principale cause de 
ce gigantisme soit la réplication de l’ADN sans division des cellules filles, aussi appelé 
« endocycling », générant des cellules polyploïdes.  
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Il a été proposé que la catastrophe mitotique serait un mécanisme onco-suppressif permettant 
d’empêcher la prolifération de cellules aneuploïdes, et précédant la sénescence, la nécrose ou 
l’apoptose (Vitale et al, 2011). Ainsi, il a été montré que la mort des cellules polyploïdes 
pouvait être une apoptose p53-dépendante, impliquant notamment la caspase-2 et le relargage 
par la mitochondrie de cytochrome c  (Vakifahmetoglu et al, 2008).   
Les travaux réalisés précédemment au laboratoire ont mis en évidence qu’une irradiation à 
forte dose de cellules tumorales mammaires humaines induisait un blocage prolongé en phase 
G2/M. 3 à 4 jours après irradiation, une mort tardive est observée dans un contexte de 
catastrophe mitotique, accompagnée d’une forte instabilité génétique (Luce et al, 2009). Cette 
mort tardive qui est observée pendant 1 à 3 semaines après irradiation est essentiellement de 
type apoptotique caspase-dépendante et est principalement médiée par la voie des récepteurs 
de mort : FasL/Fas, Trail/Trail-R et TNF/TNF-R. En effet, une surexpression précoce des 
récepteur mais tardive des ligands est à l’origine de cette apoptose tardive. 
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C- Effets non ciblés des radiations ionisantes sur les cellules mammaires  
 
Nous avons vu précédemment que les radiations ionisantes endommagent les composants 
cellulaires soit directement, soit indirectement en générant des espèces réactives de l’oxygène. 
On supposait traditionnellement que les effets de l’irradiation se limitaient aux cellules 
directement traversées par les rayonnements ionisants. On sait depuis plus d’une vingtaine 
d’années que cette vision de la radiobiologie est incomplète. En réalité, l’irradiation peut 
également avoir des effets sur les cellules voisines des cellules irradiées, c’est l’effet 
bystander, et sur les cellules descendantes des cellules irradiées, c’est l’effet 
transgénérationnel. 
 
1° Effet bystander 
 
Mise en évidence et modèles expérimentaux 
L’effet bystander a été mis en évidence par Nagasawa et Little en 1992 (Nagasawa & Little, 
1992). L’irradiation de 1% de cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) en culture, par 
des particules-α ou des rayons X, induit une instabilité chromosomique observable dans 30% 
des cellules cultivées. Par la suite, l’effet bystander a été défini comme l’ensemble des effets 
de l’irradiation survenant dans des cellules non irradiées (dites cellules bystander), dans le 
voisinage des cellules irradiées. Au sens large, ces effets comprennent l’instabilité 
chromosomique (déstructuration des chromosomes, cassures, échanges de chromatides), la 
formation de micronoyaux, les mutations du génome, la transformation néoplasique, la 
prolifération, la différenciation et la mort cellulaire. 
Deux mécanismes principaux ont été décrits pour expliquer l’effet bystander (Hamada et al, 
2007; Little, 2006). D’une part, les cellules irradiées peuvent être en contact physique direct 
avec les cellules bystander, ce qui permet d’impliquer les jonctions intercellulaires 
opérationnelles. Le deuxième mécanisme implique la sécrétion de facteurs par la cellule 
irradiée, notamment des cytokines, qui peuvent agir à distance sur des cellules réceptrices. Ce 
mécanisme a été mis en évidence sur différents modèles, en particulier en utilisant des 
protocoles de transfert de milieux conditionnés. 
Différents dispositifs permettent d’observer l’effet bystander : 
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- Les faisceaux de haute précision (rayons X, protons, particules α…) permettant de 
cibler précisément une ou plusieurs cellules, ou même un compartiment au sein d’une 
seule cellule 
- Les faisceaux larges délivrant des faibles doses, ou des particules de faible énergie, et 
permettant d’évaluer le nombre de cellules réellement traversées par les particules 
- Les faisceaux larges délivrant de fortes doses, majoritairement utilisés pour les 
expériences de transfert de milieu 
- Les faisceaux larges dont la cible est partiellement masquée, par exemple par un écran 
- Les irradiations internes par des particules à faible portée, comme les particules β 
De plus, les effets bystanders peuvent être observés in vitro ou in vivo, et dans une large 
gamme de modèles cellulaires parmi lesquels les cellules tumorales mammaires humaines. 
L’effet bystander jouerait un rôle positif dans les traitements des tumeurs mammaires par 
radiothérapie, en permettant d’affecter les cellules cancéreuses ayant échappé au faisceau 
direct des rayonnements ionisants. Cet effet non ciblé clinique est appelé effet abscopal 
(Little, 2006; Morgan & Sowa, 2007).  
 
Mécanismes des effets de type bystander 
Pour expliquer les effets bystander, l’existence de facteurs « clastogènes » a été proposée in 
vitro et in vivo. Ces facteurs ont été initialement décrits dans le plasma de patients irradiés, et 
sont capables d’induire des dommages chromosomiques dans les lymphocytes de patients non 
irradiés (expériences de co-culture). Ces facteurs ont été retrouvés dans le plasma des 
survivants de Hiroshima et Nagasaki (Pant & Kamada, 1977), d’enfants irradiés à Tchernobyl 
(Emerit et al, 1997) et de patients atteints de pathologies telles que l’ataxie télangectasie, le 
syndrome de Bloom et l’anémie de Fanconi (Huang et al, 2003).  
Zhou et al. et Azzam et al. ont utilisé un faisceau de haute précision délivrant des particules α, 
pour irradier des cultures cellulaires confluentes (Autsavapromporn et al, 2011; Azzam et al, 
1998; Zhou et al, 2000). Leurs différents travaux ont montré que l’effet bystander se traduit 
par la survenue de mutations, la formation de micronoyaux et une létalité augmentée dans les 
cellules bystander, ainsi que par l’induction de mécanismes de réponse à l’irradiation p53-
dépendants. Les jonctions serrées (gap junctions) entre cellules jouent un rôle critique dans 
cet effet non ciblé. Le blocage chimique des jonctions serrées, ou l’extinction du gène codant 
pour la connexine 43 réduit cet effet bystander lié aux particules α. De petites molécules, de 
taille inférieure à 1kDA, peuvent circuler par les jonctions serrées entre cellules adjacentes et 
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joueraient un rôle dans de nombreux aspects de la réponse bystander. Ces molécules ne sont 
actuellement pas clairement identifiées, mais différents travaux ont montré une implication de 
la transmission d’espèces réactives de l’oxygène. Ainsi, bien que produits par les cellules 
directement endommagées par l’irradiation, les ROS peuvent être transmis aux cellules 
voisines non irradiées par diffusion passive dans le milieu intracellulaire, jonctions cellulaires 
ou transport actif. Bien que la plupart des ROS aient une demi-vie relativement courte, une 
implication des molécules H2O2 et NO (Shao et al, 2003) dans la médiation des effets 
bystander a été démontrée. De plus, Narayanan et al. ont montré une implication de l’enzyme 
NADPH-oxydase dans la génération des ROS par les cellules bystander de fibroblastes 
humains de poumons, irradiés par des particules α (Narayanan et al, 1997). 
L’effet bystander peut également être dû aux cytokines et facteurs de croissance qui activent 
la voie des MAPK, résultant en une modulation de la survie et de la prolifération des cellules 
bystander. Les molécules décrites sont peu nombreuses, et comprennent notamment les 
ligands des récepteurs aux tyrosines kinases : TGF-α, TNF-α, TGF-β… (Hamada et al, 2007).  
Comme indiqué précédemment, les travaux réalisés au laboratoire par Luce et al. ont montré 
une implication de la voie des récepteurs de mort dans la mortalité tardive de cellules 
mammaires irradiées, dans un contexte de catastrophe mitotique. Des formes solubles des 
ligands FasL, TRAIL et TNF-α ont été mises en évidence tardivement après irradiation. Par 
des expériences de transfert de milieux conditionnés, ces facteurs solubles sont capables 
d’induire une surmortalité cellulaire par un effet de type bystander (Luce et al, 2009). 
 
2° Instabilité génétique transgénérationnelle 
 
Définition et manifestations  
L’instabilité génétique transgénérationnelle (IGT) désigne les effets de l’irradiation survenant 
à long terme, dans la descendance des cellules irradiées, et qui peuvent être observés durant 
plusieurs générations. De même que pour les effets bystander, l’IGT se manifeste par des 
mutations et cassures de l’ADN, une instabilité chromosomique (déstructuration des 
chromosomes, cassures, échanges de chromatides), la formation de micronoyaux, une 
diminution de l’efficacité de clonage, un changement de ploïdie et une mort cellulaire 
augmentée (Aypar et al, 2011). 
Soupçonné depuis les années 80, cet effet non ciblé des radiations ionisantes a été mis en 
évidence par Kadhim et al. en 1992 (Kadhim et al, 1992). Ces auteurs ont irradié des cellules 
souches hématopoïétiques par des faibles doses de particules α, et montré une instabilité 
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chromosomique dans la descendance de ces cellules, 12 à 14 générations après irradiation. En 
transplantant des cellules souches hématopoïétiques irradiées et non irradiées chez des souris 
CBA/H, Watson et al. ont montré une instabilité chromosomique persistante dans la 
descendance des cellules irradiées plus de 1 an après irradiation (Watson et al, 2000). De 
manière intéressante, l’instabilité génétique était aussi observée dans la descendance des 
cellules non irradiées à long terme, suggérant le couplage d’un effet bystander avec l’IGT 
observée dans cette étude. Dans une étude in vivo, Barber et al. ont étudié l’IGT survenant 
dans la descendance non irradiée de souris mâle, elles-mêmes irradiées par des rayons X, de 
souches CBA/Ca (2 Gy) et BALB/c (1 Gy) (Barber et al, 2006). Ces auteurs montrent une 
augmentation de la fréquence des mutations, ainsi que des cassures spontanées doubles brin et 
simple brin dans les tissus germinaux et somatiques des souris descendantes. De manière 
intéressante, ces dommages surviennent également au locus hprt du chromosome X dans la 
descendance mâle, démontrant que les aberrations chromosomiques touchent également les 
chromosomes fournis par la femelle reproductrice non irradiée. L’instabilité du génome, en 
favorisant la survenue de mutations délétères, est un facteur de carcinogenèse et de 
progression tumorale, c’est pourquoi comprendre les causes et les mécanismes de l’IGT est un 
enjeu fondamental de la radioprotection. Dans les traitements par radiothérapie, en cas de 
rechute du cancer après traitement, les effets indirects peuvent contribuer à l’émergence de 
cellules plus agressives (Streffer, 2010).  
 
Mécanismes de l’IGT 
Deux mécanismes majoritaires sont proposés pour expliquer l’IGT. D’une part, un défaut des 
mécanismes de réparation de l’ADN pourrait expliquer la persistance de cassures spontanées 
(Huang et al, 2003). Les auteurs qui défendent cette hypothèse se basent sur les études des 
maladies humaines Ataxia-Telangectasia, syndrome de Bloom, Anémie de Fanconi, syndrome 
de Nijmegen, syndrome de Werner. Toutes ces maladies autosomales récessives sont 
caractérisées par une altération des mécanismes de réparation de l’ADN, et notamment des 
protéines senseurs de détection des cassures, ce qui se traduit en une instabilité génétique 
chronique et une prédisposition au cancer.  Ainsi l’IGT pourrait refléter des défauts de 
réponse aux dommages de l’ADN, induits par l’irradiation. 
D’autre part, un stress oxydatif persistant pourrait être la cause de ces altérations (Barber et al, 
2006). Cette hypothèse des ROS persistants, décrite dans les effets bystander, a été 
développée par différents auteurs pour expliquer l’IGT. Notamment, Dayal et al. ont étudié un 
modèle cellulaire (lignée GM10115) précédemment décrit (Marder & Morgan, 1993), 
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constitué de clones génétiquement stables et instables, issus de cellules parentales irradiées 
par des rayons X à une dose de 5 Gy ou 10 Gy (Dayal et al, 2008). Ces auteurs montrent que 
l’instabilité de certains clones est liée à la persistance dans la cellule de peroxyde 
d’hydrogène, et à un défaut de détoxification de H2O2 par la Catalase et les GPx. De plus, une 
réduction de H2O2 dans les clones instables permet de diminuer la proportion d’aberrations 
chromosomiques. D’autres études démontrent la persistance d’espèces réactives de l’oxygène 
dans la descendance instable des cellules irradiées (Kim et al, 2006). 
Sans être exclusives, les hypothèses des défauts de réparation et des ROS persistants sont 
probablement liées, les ROS pouvant moduler l’expression de gènes de réparation de l’ADN 
avec pour conséquence une modification de l’homéostasie globale de la cellule (figure 15).  
 
 
 
Figure 15 : Contribution du stress oxydant et des dommages à l'ADN dans 
l'établissement de l'instabilité génétique transgénérationnelle 
(Adapté de Dayal et al., 2008) 
 
 
Néanmoins il semble peu probable que la famille des gènes de réparation soit la première 
cible des rayonnements ionisants, étant donné que cette famille représente une « fenêtre 
cible » de taille réduite. En revanche, la mitochondrie pourrait être un organite central dans le 
phénomène d’IGT. Ainsi, les cellules irradiées présentent des dysfonctions mitochondriales, 
qui peuvent être à l’origine d’une production soutenue de ROS. Plusieurs raisons expliquent 
la vulnérabilité de cet organite face aux rayonnements ionisants. D’une part, l’ADN 
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mitochondrial (ADNmt) est localisé à proximité d’un des principaux sites de production des 
ROS, c’est à dire la membrane mitochondriale. D’autre part, l’ADNmt ne possède pas 
d’histones protectrices et, enfin, la mitochondrie possède un système de réparation de l’ADN 
limité. Des altérations radioinduites de l’ADNmt auraient donc pour conséquence un 
disfonctionnement de la chaine respiratoire et une surproduction de ROS entrainant de 
nombreux disfonctionnements au niveau des cellules irradiées, et dans leur descendance 
(figure 16). Limoli et al. ont ainsi démontré sur le modèle cellulaire GM10115 (Marder & 
Morgan, 1993) la présence d’un excès de ROS et un disfonctionnement mitochondrial des 
clones instables (Limoli et al, 2003). Plus récemment, des travaux ont montré un 
disfonctionnement du complexe II de la chaine respiratoire mitochondriale dans les clones 
instables par rapport aux clones stables et aux cellules non irradiées (Dayal et al, 2009; Kim et 
al, 2006). Globalement, ces données suggèrent qu’un disfonctionnement de la mitochondrie 
peut expliquer l’état de stress oxydant permanent. Enfin une implication du TGF-β, cytokine 
dont la production est amplifiée par l’irradiation, a été proposée dans la modulation de l’IGT, 
avec toutefois des rôles contradictoires selon les études présentées (Kim et al, 2006; Maxwell 
et al, 2008). 
 
 
 
Figure 16 : Modélisation du rôle de la mitochondrie et de la perpétuation des ROS dans 
l'instabilité génétique transgénérationnelle 
(Adapté de Kim et al., 2006) 
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Irradiation, effets non ciblés et mécanismes épigénétiques 
Les modifications épigénétiques contrôlent de nombreuses fonctions cellulaires. De plus, le 
profil épigénétique des cellules cancéreuses est profondément transformé, caractérisé par un 
changement du profil de méthylation de l’ADN, ainsi que par un profil aberrant de 
modification des histones et d’expression des miRNA. Les modifications épigénétiques 
peuvent contribuer à l’instabilité du génome, en permettant la surexpression d’oncogènes et 
l’extinction de gènes suppresseurs de tumeur (Esteller, 2007). Plusieurs arguments permettent 
de penser que l’IGT aurait une origine épigénétique (Mothersill & Seymour, 2012). Ainsi 
l’IGT ne serait généralement pas un événement clonal. De plus il a été impossible de mettre 
en évidence des mutations communes à tous les clones et pouvant expliquer l’instabilité 
observée. L’IGT ne peut donc pas vraisemblablement être expliquée par des mutations ou 
cassures de l’ADN induites par l’irradiation mais plutôt par des transformations des profils 
épigénétiques (Aypar et al, 2011).  
Par exemple, l’exposition de rats et souris à des radiations ionisantes induit une 
hypométhylation globale de l’ADN et une hyperméthylation ponctuelle de certains 
promoteurs, avec toutefois des variations dose-, tissu- et sexe-spécifiques. Ce changement de 
profil de méthylation de l’ADN pourrait conduire à la persistance de l’IGT. Par exemple, 
l’étude de Kaup et al. permet de corréler des changements de profils de méthylation de 
kératinocytes humains à l’IGT, plus de 20 générations après une exposition aux rayons 
gamma (Kaup et al, 2006). Dans ces cellules, les changements de méthylation de séquences 
répétées et de séquences satellites SAT2 pourraient expliquer l’instabilité génétique 
persistante. Ces modifications des profils de méthylation sont également observables après 
exposition de kératinocytes non irradiés à des milieux de culture de kératinocytes irradiés. 
Cette observation met une fois de plus en avant le lien existant entre effet bystander et IGT. 
Les mécanismes de réparation de l’ADN nécessitent un remodelage de la chromatine aux sites 
de cassures. Des dysfonctions des histones dues à l’irradiation peuvent avoir pour 
conséquence des défauts de réparation de l’ADN et une instabilité génétique. Le lien entre 
histones et irradiation, et IGT et histones reste toutefois mal documenté. 
Enfin, plusieurs études montrent des changements dans les profils d’expression des miRNA, 
en réponse à une irradiation à faible ou forte dose, et en réponse à un stress oxydant. Ainsi, les 
kinases ATM, ATR, Chk1, Chk2, DNA-PK pourraient, en réponse aux dommages de l’ADN, 
moduler directement ou indirectement le profil d’expression des miRNA. Les miRNA 
contrôlent diverses fonctions cellulaires comme la gestion du stress oxydatif, la réparation de 
l’ADN ou encore la régulation du cycle cellulaire (Wang & Taniguchi, 2012). Une altération 
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durable du profil d’expression des miRNA due à l’irradiation pourrait donc expliquer l’IGT, 
mais il n’existe pas actuellement d’études réalisées à ce sujet. De plus, une sécrétion de 
miRNA par les cellules endommagées pourrait être l’un des paramètres de l’effet bystander 
(Ilnytskyy & Kovalchuk, 2011). 
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II- Les Cellules souches cancéreuses mammaires 
 
 La théorie des Cellules Souches Cancéreuses A-
 
1° Définition et mise en évidence des CSC  
 
Définition 
La théorie des Cellules Souches Cancéreuses (CSC) a émergé dans les années 2000, de la 
comparaison faite entre les mécanismes moléculaires permettant l’auto-renouvellement des 
cellules souches normales et les propriétés des cellules tumorales. Les cellules souches 
normales sont définies comme une sous population cellulaire rare, qui possède la capacité de 
s’auto-renouveler et de se différencier en différents types de cellules matures. Dès 1855, 
Rudolf Virchow a émis l’hypothèse que le cancer proviendrait de l’activation de cellules 
« dominantes » ayant conservé leurs propriétés embryonnaires au sein des tissus matures. En 
1875, des pathologistes comme Julius Cohnheim ont développé cette idée, et supposé que le 
développement cancéreux serait originaire de cellules embryonnaires mal placées lors du 
développement fœtal (Schmitt et al, 2012). Ainsi, par la suite, une hypothèse a été émise selon 
laquelle les Cellules Souches Cancéreuses formeraient une sous population réduite et 
relativement indifférenciée, probablement issue de la cancérisation des cellules souches 
normales et dont la prolifération et la différenciation seraient à l’origine de la masse tumorale 
(Reya et al, 2001). Comme nous le verrons par la suite, il est probable que les cellules souches 
normales et cancéreuses partagent les mêmes machineries moléculaires, et les facteurs 
contrôlant les fonctions des cellules souches normales seraient impliqués dans le processus 
oncogénique. Yamanaka a montré que l’introduction de 4 facteurs (Oct3/4, Sox2, c-Myc et 
Klf4) suffisait à induire des cellules souches pluripotentes à partir de fibroblastes adultes ou 
embryonnaires (Takahashi & Yamanaka, 2006). Parallèlement à cela, l’introduction de ces 
facteurs dans des cellules mammaires immortalisées induit un phénotype de cellules souches 
tumorales (Nishi et al, 2013).   
 
Mise en évidence des CSC et propriétés  
Le modèle stochastique de progression tumorale établi traditionnellement qu’une tumeur peut 
provenir de la cancérisation de n’importe quelle cellule de l’organisme qui aurait accumulé 
aléatoirement certaines mutations. D’après ce modèle, les cellules de la tumeur forment un 
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groupe homogène également tumorigènes, qui possèdent toutes le même potentiel de 
prolifération, comme représenté sur la figure 17 (Ginestier et al, 2007b; Takebe et al, 2011a).  
 
 
 
 
Figure 17 : Modèles stochastique et hiérarchique de prolifération tumorale 
(a) Modèle stochastique : toutes les cellules de la tumeur possèdent le même potentiel 
tumorigénique, la progression tumorale est due à des mutations aléatoires qui confèrent à la 
cellule mutée un avantage prolifératif. (b) Modèle hiérarchique : un sous-groupe de cellules 
tumorales agressives, les « cellules souches cancéreuses » (CSC), possède la capacité de 
s’autorenouveler et constitue la masse tumorale en proliférant asymétriquement (Reya et al, 
2001) 
 
 
La nécessité de déterminer un nouveau modèle de carcinogenèse a été fondée sur 
l’observation que seules 0.001% à 1% des cellules leucémiques sont capables de former des 
colonies in vitro ou in vivo (Reya et al, 2001). Les cellules souches de leucémie myéloïde 
aigüe (AML) ont été identifiées dans les années 90, à partir du phénotype des cellules souches 
hématopoïétiques normales. Ainsi, Bonnet et al. ont démontré que les cellules de leucémie 
humaine possédant un phénotype CD34++CD38- sont au moins 100 fois plus tumorigéniques 
que les cellules CD34+CD38+ lorsqu’elles sont injectées à des souris NOD/SCID. Les CSC de 
leucémie possèdent de plus la capacité de se différencier et exprimant différents marqueurs de 
lignées hématopoïétiques, et leur descendance reproduit l’hétérogénéité du cancer d’origine. 
Enfin, ces CSC peuvent être passées en souris NOD/SCID, ce qui prouve leur potentiel 
d’auto-renouvèlement illimité. De même que les cellules souches normales, les CSC de 
leucémie forment une sous-population rare, ainsi les cellules CD34++CD38- représentent 
environ 0.2% des cellules d’AML (Bonnet & Dick, 1997; Lapidot et al, 1994). 
Les propriétés des cellules souches cancéreuses peuvent être généralisées, en comparaison 
avec les cellules souches normales (CSN). Les deux populations possèdent un potentiel de 
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prolifération en théorie illimité, et leur descendance peut posséder le même potentiel ou au 
contraire se composer de cellules différenciées au potentiel de division limité. Les CSC sont 
plus tumorigéniques que les autres cellules composant la tumeur, et sont potentiellement à 
l’origine des métastases. Enfin, il est généralement suggéré que les CSC tout comme les CSN 
forment une sous-population rare au sein de la tumeur, cela est toutefois sujet à caution 
(Johnston et al, 2010). 
On suppose habituellement que les CSC seraient issues de la transformation cancéreuse des 
CSN ou de cellules progénitrices. D’une part, ces cellules possèdent des voies moléculaires 
nécessaires aux CSC déjà activées, en d’autres termes la transformation d’une CSN en CSC 
nécessite d’accumuler moins de mutations que la transformation d’une cellule différenciée en 
CSC. D’autre part, la durée de vie d’une CSN et le grand nombre de divisions effectué par ces 
cellules augmente statistiquement la probabilité d’accumuler des mutations permettant la 
transformation cancéreuse (Reya et al, 2001; Woodward et al, 2005). Ainsi, on assimile 
généralement la « cellule d’origine », c’est-à-dire la cellule subissant la première 
transformation oncogénique à l’origine de la formation d’une tumeur, à une cellule souche 
cancéreuse. Cette vision linéaire de la progression tumorale est affinée actuellement par des 
modèles qui distinguent les notions de cellule d’origine et de CSC (Visvader, 2011). 
Les principales voies moléculaires communes aux CSN et aux CSC sont les voies permettant 
l’auto-renouvèlement illimité et la différenciation de ces cellules : Notch, Wnt et Hedgehog. 
Ainsi, la voie Notch joue un rôle dans la régulation des communications cellulaires au cours 
de l’embryogenèse, la prolifération et la différenciation et l’apoptose, et des inhibiteurs de 
cette voie sont testés en essais cliniques. La voie de signalisation Hedgehog contrôle la 
polarité cellulaire et la maintenance des cellules souches au cours du développement de 
l’embryon. En particulier, dans les leucémies et le cancer du sein, le répresseur de 
transcription Bmi-1 en aval de la voie Sonic-Hedgehog contrôlerait la maintenance des CSC. 
Enfin, dans les tissus adultes, la voie de signalisation Wnt-βcatenin joue un rôle dans la 
régulation de l’auto-renouvèlement cellulaire et une activité dérégulée de Wnt a été associée à 
l’activité des CSC (Takebe et al, 2011a). Une dérégulation concomitante et coordonnée de ces 
voies et d’autres acteurs moléculaires pourrait jouer un rôle dans le maintien des propriétés 
des CSC. 
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2° CSCs des tumeurs solides, controverse et cas du cancer du sein 
 
D’abord mises en évidence dans les tumeurs liquides, les CSC ont par la suite été recherchées 
dans les tumeurs solides, qui sont comme les leucémies constituées d’un mélange hétérogène 
de cellules ne possédant pas toutes les mêmes capacités clonogéniques. Des CSC ont été 
mises en évidence dans de nombreux tissus cancéreux solides : sein, glioblastome, poumon, 
prostate, côlon… Dans ces tissus, les propriétés supposées des CSC restent les mêmes : 
capacité de prolifération illimitée et d’auto-renouvèlement, de différenciation, tumorigénicité 
accrue par rapport au reste de la tumeur (Al-Hajj & Clarke, 2004). Les CSC des tumeurs 
solides ont la particularité de proliférer au sein d’une niche tumorale, et de pouvoir être 
influencées par leur microenvironnement (Casarsa et al, 2008; Vermeulen et al, 2012). Leur 
étude in vitro est donc rendue complexe par le fait que leur comportement peut être modifié 
par l’absence de niche tumorale. Le test de référence pour identifier les CSC des tumeurs 
solides reste la transplantation en série de cellules triées dans des souris immunodéprimées, ce 
qui permet de créer un microenvironnement qui reste malgré tout très artificiel. Ainsi, in vivo, 
les CSC forment des tumeurs hétérogènes et sont capables en théorie de s’auto-renouveler de 
manière illimitée. Un second test couramment utilisé, cette fois-ci in vitro, repose sur la 
capacité de ces cellules à pousser sans support d’adhésion, formant ainsi des « sphères » : 
mammosphères pour les cellules de sein, et neurosphères pour les cellules de glioblastome 
(Grotenhuis et al, 2012; Kai et al, 2009). 
 
Limites du modèle des CSC 
L’existence de CSC de tumeurs solides a tout d’abord été démontrée dans les cancers du sein, 
et de manière concomitante dans les tumeurs pédiatriques d’origine neuronale. Actuellement, 
on suspecte l’existence de CSC dans la plupart des tumeurs solides, la difficulté principale 
restant toutefois de caractériser ces CSC par des marqueurs appropriés (Visvader & 
Lindeman, 2008). Je reviendrai par la suite sur les efforts de caractérisation des CSC du sein, 
et sur la controverse subsistant à propos de ces marqueurs.  
Le modèle hiérarchique de progression tumorale, intégrant l’hypothèse des CSC et en 
opposition au modèle stochastique cité précédemment, suppose que des CSC se divisent en 
donnant des CSC et des cellules progénitrices, qui elles-mêmes se différencient en cellules 
matures peu proliférantes formant la masse tumorale et possédant une durée de vie limitée. 
Certains auteurs remettent en cause ce modèle rigide de progression tumorale, mettant en 
avant le fait que les CSC des tumeurs solides caractérisées in vitro ont échoué jusqu’alors à 
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prédire l’issue clinique des cancers. Une seconde observation qui permet de remettre en cause 
l’hypothèse des CSC est le fait que la proportion de CSC est très variable d’une tumeur à 
l’autre et peut être importante. Ainsi dans le mélanome il a été démontré qu’une cellule sur 4 
possèderait des propriétés de CSC, or il est généralement admis que les cellules souches, a 
fortiori les cellules souches cancéreuses des tumeurs solides doivent former une sous 
population rare au sein de la tumeur (Vermeulen et al, 2012). De plus, la proportion des CSC 
dans les tumeurs dépend souvent du modèle expérimental utilisé (Grotenhuis et al, 2012). 
Enfin, une accumulation de travaux tend à démontrer que des cellules qualifiée de non-CSC 
pourraient en se divisant être converties en CSC, suggérant une plasticité plus importante que 
celle décrite par le modèle initial (Chaffer et al, 2011; Marjanovic et al, 2013). L’existence et 
la caractérisation des CSC est donc toujours sujet à controverse, et il est désormais admis que 
la théorie des CSC initiale doit être redéfinie et assouplie pour mieux corréler les données de 
laboratoire aux observations cliniques. 
 
Enjeu dans la prise en charge des tumeurs solides 
Dans la théorie, les CSC sont un outil idéal pour affiner le pronostique des tumeurs solides. 
Ainsi une tumeur présentant un pourcentage important de CSC serait à priori de mauvais 
pronostique. On se rend compte toutefois que plus de 10 ans après les débuts des travaux sur 
les CSC, cette théorie n’a toujours pas été intégrée aux études cliniques et reste sujet à 
controverse. D’après Patsialou et al., les tentatives d’établissement d’une signature 
pronostique des cancers du sein ne tiennent pas suffisamment compte de l’hétérogénéité 
cellulaire au sein des tumeurs (Patsialou et al, 2012). En isolant in vivo des cellules 
cancéreuses invasives, ces auteurs ont établi une « signature d’invasion humaine », et montré 
que cette signature est prédictive du risque d’apparition de métastases. Sans citer la théorie 
des CSC, ces auteurs empruntent toutefois une démarche qui pourrait faciliter l’intégration de 
la théorie des CSC aux études cliniques.    
D’autre part, un des principaux enjeux de l’étude des CSC du sein est de comprendre l’origine 
des récurrences tumorales après traitement. Ainsi les CSC, bien que possédant le même 
patrimoine génétique que les cellules non souche, semblent caractérisées par une résistance 
accrue aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie. La survie de cette fraction 
cellulaire occasionnerait alors une repousse de la tumeur, survenant après une première 
période de rémission due à la fonte initiale de la tumeur. Le ciblage des CSC en combinaison 
avec une thérapie globale serait alors une approche thérapeutique efficace (figure 18), bien 
que compliquée à mettre en œuvre, puisque comme vu précédemment les voies moléculaires 
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spécifiques des CSC sont généralement aussi celles activées dans les cellules souches 
normales et les drogues inhibant ces voies peuvent donc présenter une forte toxicité. Une 
seconde possibilité est le ciblage des marqueurs des CSC, la difficulté principale de cette 
approche étant de déterminer précisément ces marqueurs. Enfin, un troisième axe 
thérapeutique peut consister à induire la différenciation des CSC en cellules non souches, ce 
qui permettrait leur éradication grâce aux traitements couramment utilisés (Grotenhuis et al, 
2012; Yu et al, 2012). 
 
 
 
 
Figure 18 : Intégration de la théorie des CSC dans le traitement des tumeurs solides 
Les traitements conventionnels, en permettant la survie des CSC, peuvent mener à des 
rechutes tumorales. L’intégration de la théorie des CSC dans la recherche de nouveaux 
traitements permettrait d’éliminer les facteurs nécessaires à la survie de cette sous-
population. Les CSC sont représentées en rouge et les non CSC en blanc. (Adapté de Kai et 
al., 2009) 
 
 
Vermeulen et al. suggèrent que les essais cliniques tels qu’ils sont menés actuellement ne 
permettent pas d’observer les effets d’une drogue sur les CSC (Vermeulen et al, 2012). En 
effet le critère RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) utilisé pour évaluer 
l’efficacité d’une drogue en essai clinique de phase II tient compte principalement de la fonte 
tumorale, or on peut imaginer que des drogues ciblant uniquement une petite sous-population 
de CSC n’auront pas une grande incidence sur la taille de la tumeur à court ou moyen terme, 
mais en revanche auront des effets bénéfiques à long terme en supprimant les cellules 
responsable de l’auto-renouvellement de cette tumeur. Les essais cliniques intégrant des 
drogues dirigées contre les CSC devront donc tenir compte du mode d’action de ces drogues, 
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et de nouveaux critères d’efficacité devront être établis. Ces critères pourront ainsi être basés 
sur la présence de marqueurs cellulaires de CSC dans les biopsies, éventuellement de 
biomarqueurs sécrétés par les CSC, sur la capacité clonogénique des cellules tumorales ou 
encore sur le phénotype des cellules tumorales circulantes. 
 
4° Lien entre CSC et transition épithéliale-mésenchymateuse 
 
Acteurs de la transition épithéliale-mésenchymateuse 
La transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) et la transition mésenchymateuse-
épithéliale (MET) sont des processus clés du développement embryonnaire. Au cours de 
l’EMT, les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales telles que l’adhésion cellulaire et 
la polarité basale/apicale et acquièrent des caractéristiques mésenchymateuses comme la 
mobilité, la résistance à l’apoptose et des capacités d’invasion. De nombreuses observations 
permettent de penser que les processus d’EMT et MET conduisent la progression tumorale. 
Ainsi, l’EMT serait à l’œuvre dans l’acquisition par la tumeur primaire de propriétés 
circulantes, tandis que la MET permettrait l’adhésion des cellules circulantes au site 
métastatique (Tsai et al, 2012). Dans la tumeur primaire, différents signaux moléculaires sont 
à l’origine de l’EMT. Les cytokines de la famille du TGF-β sont les inducteurs d’EMT les 
plus connus et les mieux caractérisés. Cette voie de signalisation passe par l’activation des 
facteurs de transcription SMAD et le déclenchement d’un programme cellulaire complexe 
(Pardali & Moustakas, 2007). D’autres voies induisent le processus d’EMT, parmi lesquelles 
les voies dites « embryonnaires » Wnt/βcatenin, Notch et Hedgehog (figure 19).  
Le processus d’EMT est orchestré par différents facteurs de transcriptions : Snail1, 
Slug/Snail2, Zeb1, Sip1/Zeb2, Twist1 et Twist2. Ces facteurs sont à l’origine des 
changements phénotypiques observés : délocalisation des cadhérines, occludines, claudines et 
desmoplakines, induction de la N-Cadherine, la Vimentine, la Fibronectine entre autres, dont 
les conséquences sont une augmentation de la motilité des cellules qui, détachées de la 
matrice extra-cellulaire, passent d’une forme cuboïdale à une forme allongée (Hugo et al, 
2007; Polyak & Weinberg, 2009).  
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Figure 19 : Représentation simplifiée des voies moléculaires régulant la transition 
épithéliale-mésenchymateuse 
(Polyak et al., 2009) 
 
 
La transition épithéliale-mésenchymateuse, génératrice de CSC ?  
Nous savons que la transition épithéliale-mésenchymateuse est un des moteurs de la 
progression tumorale et du processus métastatique. De plus, la théorie des CSC place ces 
cellules à l’origine de la formation des tumeurs. Alors, quels sont les arguments en faveur 
d’un lien entre ces deux phénomènes  dans la cancérogenèse?  
Comme nous le verrons par la suite, les CSC mammaires sont définies par différents 
phénotypes dans la littérature, parmi lesquels le marquage de surface CD24-/CD44+ (voir 
partie II-B). La plupart des études montrant un lien entre CSC et EMT sont basées sur le 
phénotype de CSC CD24-/CD44+. Il a été montré que les voies du développement 
embryonnaires Wnt/βcatenin, Notch et Hedgehog induisant l’EMT sont également dérégulées 
dans les CSC, ces deux phénotypes étant plutôt associés aux sous-types cancéreux basal-
like/basal B et/ou claudin-low/basal B (Blick et al, 2010; May et al, 2011). Une des premières 
études suggérant un lien entre CSC de type CD24-/CD44+ et l’EMT a été publiée par Shipitsin 
et al., qui ont montré une surexpression des gènes de la voie du TGF-β (TGF-β1, TGF-βR2) 
dans les cellules CD44+ de cancer du sein, en comparaison avec les cellules CD44-/CD24+ 
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(Shipitsin et al, 2007). Le lien direct entre les CSC et l’EMT a été fait ensuite d’une part par 
Mani et al. (Mani et al, 2008), qui ont observé les similitudes entre le processus métastatique 
et les mécanismes de réparation tissulaire, qui nécessitent la mise en circulation de cellules 
souches adultes. Ainsi, lorsque l’EMT est induite dans des cellules de sein humaines 
immortalisées (HMLE) par surexpression de Twist1, Snail ou exposition au TGF-β, on 
observe une induction dans les cellules du phénotype de CSC CD24-/CD44+. Ces CSC 
possèdent en outre une capacité accrue à former des mammospheres et la capacité à effectuer 
des divisions asymétriques.  Ce phénotype est maintenu dans la descendance des cellules 
induites, ce qui suppose l’établissement d’un motif épigénétique particulier au cours de 
l’EMT. Parallèlement à ces travaux, Morel et al. ont montré que la transfection de cellules 
épithéliales mammaires (HMLE) initialement CD44faible/CD24+ par H-Ras et le traitement 
concommitant par TGF-β1 conduisent à une induction dans ces cellules du phénotype 
CD44+/CD24- (Morel et al, 2008). Les cellules deviennent mésenchymateuses, contrairement 
aux cellules CD44faible/CD24+ qui restent épithéliales. L’EMT est mise en évidence par la 
baisse de marqueurs épithéliaux (E-cadherine, β-catenine) et la hausse de marqueurs 
mésenchymateux (vimentine, fibronectine). En reprenant ce modèle, l’étude de Hollier et al. 
suggère un rôle décisif du facteur de transcription FOXC2 dans l’établissement conjoint de 
l’EMT et du phénotype de CSC (Hollier et al, 2013). De manière intéressante, FOXC2 serait 
de plus impliqué dans l’établissement du phénotype claudinlow/basal B des tumeurs 
mammaires.    
Ces études reposent sur la transformation in vitro de cellules épithéliales immortalisées. 
Qu’en est-il de la transformation de lignées de cancer du sein ? Fang et al. ont surexprimé 
Twist2 dans les lignées mammaires MCF10A et MCF7 et ont observé une EMT concomitante 
avec une induction du phénotype CD24-/CD44+, une motilité accrue in vitro, et un 
accroissement de la tumorigénicité in vivo (Fang et al, 2011). De plus, Twist2 agirait 
directement ou indirectement sur le promoteur de la E-cadherine, exerçant par là une activité 
répressive sur cette protéine. Une surexpression du facteur Twist1 dans ces mêmes cellules 
induit la répression transcriptionnelle de CD24, la sélection des phénotypes CD24-/CD44+ et 
ALDH+, augmente l’exclusion du Hoechst 33342 en induisant la pompe ABCC1, et accroit la 
tumorigénicité des cellules in vivo (Vesuna et al, 2009). Plus généralement, les acteurs de 
l’EMT Twist, Zeb et Snail joueraient un rôle dans la modulation des facteurs de cellules 
souches tels que Bmi1, Sox2, Sox9 et Klf4 (Ansieau, 2012). Ces différentes études montrent 
l’existence d’un lien entre l’EMT et l’établissement du phénotype de CSC dans des types 
cellulaires peu transformés.  
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Finalement, il est intéressant de noter que le travail récemment publié d’Ocana et al. se 
démarque des articles présentés ici (Ocana et al, 2012). Ces auteurs proposent l’existence d’un 
nouvel inducteur d’EMT, PRRX1, qui contrairement aux inducteurs couramment cités (Snail, 
Twist, Zeb), supprime le phénotype de CSC CD24-/CD44+ dans les cellules circulantes. De 
plus, la formation de métastases requiert la suppression de PRRX1, ce qui permet 
l’acquisition d’un phénotype CD24-/CD44+ par les cellules métastatiques. Enfin, les auteurs 
montrent que l’expression de PRRX1 est un facteur de bon pronostique. 
Ces différents travaux montrent donc le parallélisme étroit existant entre les voies de 
signalisation de l’EMT et les voies des CSC dans la cancérogenèse. Qu’en est-il de 
l’acquisition par la tumeur primaire de propriétés métastatiques ? 
 
CSC, EMT et processus métastatique 
Les métastases reproduisant l’hétérogénéité de la tumeur primaire à partir d’une unique 
cellule circulante, il a été suggéré que les CSC sont à l’origine du processus métastatique 
(Visvader & Lindeman, 2008). Ainsi, les lignées cellulaires mammaires dérivées de 
métastases sont enrichies en marqueurs de CSC. De plus, de travaux ont montré que les 
cellules CD24-/CD44+ de cancer du sein surexpriment des gènes impliqués dans le processus 
métastatique. Les proportions dans la tumeur de cellules CD24-/CD44+ et de cellules 
surexprimant ALDH1 seraient corrélées négativement au pronostique clinique de survie sans 
métastase (voir partie marqueurs de CSC) (Hayashida et al, 2011). D’autre part, il est 
communément admis que les cellules métastatiques sont celles qui ont effectué une transition 
épithéliale-mésenchymateuse et perdu à cette occasion leurs propriétés d’adhésion à la tumeur 
primaire. Ces cellules circulantes, en effectuant une transition mésenchymateuse-épithéliale, 
seraient capable de se fixer dans un site différent de la tumeur primaire pour former des 
métastases.   
Dans une étude réalisée sur 226 échantillons prélevés chez 39 patients traités pour un cancer 
du sein métastatique, Aktas et al. ont montré une surexpression des marqueurs d’EMT (Twist, 
Akt2, PI3Kα) et/ou de ALDH1 dans la tumeur primaire des patients présentant également des 
cellules tumorales circulantes. Ces patients sont ceux qui présentent la plus faible réponse aux 
traitements (Aktas et al, 2009). Dans une seconde étude portant sur une cohorte plus étendue 
de 502 patients, les auteurs concluent à l’importance de développer des méthodes plus 
sensibles pour détecter ces mêmes marqueurs d’EMT et de CSC directement dans les cellules 
circulantes ou dans les cellules tumorales de la moelle osseuse (Kasimir-Bauer et al, 2012). 
D’après ces observations, on peut supposer que le processus d’EMT, par la génération de 
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cellules mobiles et aux caractéristiques de CSC, serait à l’origine des métastases. Toutefois il 
est important de noter que l’on manque actuellement de preuves directes faisant le lien entre 
ces phénomènes (Grotenhuis et al, 2012). Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce retard. 
D’une part, le processus d’EMT pourrait être seulement en partie responsable du processus 
métastatique et n’impliquer qu’une fraction des cellules tumorales. De plus, les cellules 
tumorales ayant subi une EMT ressemblent phénotypiquement aux cellules stromales 
mésenchymateuses, ce qui rend leur détection et leur analyse difficile. Enfin, les cellules 
métastatiques ont a priori subi une transition MET, qui aura gommé au moins partiellement 
les preuves visibles d’EMT (Blick et al, 2010). Max S. Wicha suggère en revenant sur la 
« signature d’invasion humaine » décrite précédemment (Patsialou et al, 2012) que les 
signatures des CSC pourraient être différentes selon la position des cellules tumorales dans le 
processus d’EMT (Wicha, 2012). En outre, les travaux d’Ocana et al. montrent que le lien 
entre EMT et CSC n’est pas clairement établi, et que contrairement à l’EMT, c’est bien 
l’acquisition par les cellules d’un phénotype de souche lié au processus de MET qui induit la 
rechute métastatique (Ocana et al, 2012). 
Comprendre et mettre en évidence le lien entre EMT et CSC à un objectif double. D’une part, 
le ciblage thérapeutique des voies embryonnaires Wnt/β-catenin, Hedgehog et Notch devrait 
permettre d’atteindre des tumeurs composées de cellules mésenchymateuses aux 
caractéristiques de cellules souches. D’autre part, cibler les tumeurs possédant des 
caractéristiques combinées de mobilité et d’agressivité servirait à traiter les patients qui 
peuvent tirer un bénéfice de ce type de thérapies. (Takebe et al, 2011b). En revanche, les 
traitements de la tumeur primaire ciblant spécifiquement les CSC risquent d’avoir des effets 
indésirables, en induisant l’EMT et le processus métastatique sous la pression de sélection 
(Ansieau, 2012).   
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 Marqueurs des CSCs du sein B-
 
L’intégration de la théorie des CSC dans les stratégies thérapeutiques nécessite de pouvoir 
identifier ces sous-populations. Cette identification est rendue compliquée par la grande 
hétérogénéité de phénotypes et de profils génétiques des CSC, selon le tissu considéré mais 
également pour un même organe (Morrison et al, 2011; Visvader & Lindeman, 2008) (figure 
20). Dans ce chapitre je présenterai les différents marqueurs de CSC du sein proposés dans la 
littérature, et leurs propriétés. 
 
 
 
Figure 20 : Principaux marqueurs de CSC identifiés, en fonction de l'organe considéré 
(Adapté de Morrison et al., 2011) 
 
 
1° SP : marqueur de cellules souches normales et cancéreuses 
 
Un certain nombre de travaux sur les cellules souches cancéreuses reposent sur 
l’identification d’une « Side Population » (SP) au sein de la population tumorale. Dans un 
premier temps, cette technique a été utilisée pour isoler les cellules souches normales par 
Goodell et al. en 1996 (figure 21) (Goodell et al, 1996). En cherchant à identifier des cellules 
souches hématopoïétiques en cours de division cellulaire, à l’aide de l’intercalant de l’ADN 
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Hoechst 33342, ces auteurs ont montré qu’une petite proportion de cellules détectable en 
cytométrie en flux possède la capacité d’exclure le Hoechst 33342 -toxique par ailleurs- à 
l’aide, notamment, des pompes membranaires ABCG2 et MDR1. 
 
 
 
Figure 21 : Caractérisation de la population SP dans la moelle osseuse murine 
(A) Moelle osseuse totale : La région SP (encadré rouge) représente 0,1% de la population 
(B) Expression du marqueur Sca-1 dans la population SP : 75% des cellules SP sont Sca-1+ 
(encadré bleu) (C) Moelle osseuse totale : les cellules Sca-1+ (encadré bleu) représentent 1% 
de la population cellulaire (D) Fraction SP au sein des cellules Sca-1+ : 10% des cellules 
Sca-1+ font partie de la fraction SP (encadré rouge) (Goodell et al., 1996) 
 
 
Cette fraction cellulaire nommée SP présente en outre les marquages de cellules souches 
hématopoïétiques Sca1+linneg/low et des capacités d’autorenouvèlement lorsqu’elles sont 
injectées à des souris C57B1/6. La fraction SP a également été mise en évidence dans d’autres 
tissus. Dans l’épithélium mammaire normal, la fraction SP est composée de cellules 
relativement indifférenciées, capables de former des structures mammaires différenciées 
canalaires et lobulaires lorsqu’elles sont transplantées in vivo (Alvi et al, 2003). Par la suite, il 
a été suggéré que la sous population SP pourrait permettre d’identifier et d’isoler les CSC. 
Dans le neuroblastome, la population SP est constituée de cellules exprimant des facteurs de 
souches, capables de se diviser en cellules SP et non-SP, et présentant des capacités d’auto-
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renouvellement. De manière intéressante, les cellules de la fraction SP sur-expriment les 
pompes à efflux ABCB1 (MDR1) et ABCG2, connues pour leur implication dans la chimio-
résistance des tumeurs (Hirschmann-Jax et al, 2004). Dans les lignées cancéreuses 
mammaires, différentes études ont démontré l’existence d’une fraction SP plus ou moins 
étendue selon la lignée étudiée. Les cellules SP des lignées sont ainsi plus tumorigéniques que 
celles de la fraction non-SP lorsqu’elles sont injectées à des souris NOD/SCID et Nude (Han 
& Crowe, 2009), et elles surexpriment notamment la pompe à efflux ABCG2 (Patrawala et al, 
2005) ainsi que l’antigène tumoral MUC1 (Christgen et al, 2007; Engelmann et al, 2008). La 
première étude décrivant des cellules SP dans des tumeurs mammaires primaires a été menée 
en 2010 par Nakanishi et al., qui ont également mis en évidence une corrélation entre la 
fraction SP et le sous type luminal, ainsi qu’un rôle de la voie HER2/AKT dans l’expansion 
de ces cellules (Nakanishi et al, 2010). Britton et al. ont, quant à eux, analysé des cellules de 
cancer du sein prélevées par biopsies et démontré une corrélation entre la fraction SP et le 
sous type ER-/triple négatif, ce qui est en opposition avec l’étude de Nakanishi et al. (Britton 
et al, 2012). 
L’utilisation de la fraction SP pour étudier les CSC présente l’avantage d’être commune à 
tous les types de cancers, contrairement aux marqueurs de surface qui diffèrent selon les 
organes. Toutefois les études décrites ici mettent en avant les limites de ce type de marquage. 
Ainsi, d’une part, la fraction SP ne contiendrait pas uniquement des CSC mais serait 
seulement enrichie en CSC. Le marquage SP étant basé sur la capacité des cellules à rejeter la 
drogue toxique Hoechst 33342, la comparaison des cellules SP avec les cellules non SP qui, 
elles, contiennent la drogue, est forcément biaisée. Ainsi les cellules non SP, dont la viabilité 
est altérée par la présence du Hoechst 33342, ne peuvent pas être comparées aux cellules SP 
non altérées (Hadnagy et al, 2006). C’est ce que démontre l’étude de Christgen et al, qui 
présente une liste de gènes dérégulés par la présence du Hoechst 33342 dans la cellule parmi 
lesquels le gène Sox17, cible de la voie Wnt/β-catenin (Christgen et al, 2009). Si l’utilisation 
du Hoechst 33342 entrave l’étude de la fraction SP, pourrait-on isoler ces cellules en se basant 
uniquement sur la surexpression de la pompe ABCG2 ? D’après différentes études, 
l’expression de la pompe ABCG2 ne serait que moyennement corrélée à la présence d’une 
fraction SP, et ne serait pas corrélée à la tumorigénicité des cellules, ce qui n’en fait pas un 
marqueur de CSC (Britton et al, 2012; Patrawala et al, 2005). Finalement, ces travaux 
démontrent les limites de l’étude de la fraction SP en tant que marqueur de CSC, et la 
nécessité d’utiliser d’autres marqueurs, éventuellement en complément de celui-ci.  
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2° Marquage CD24-/CD44+ 
 
Les marqueurs de surface CD24 et CD44 sont utilisés couramment depuis une dizaine 
d’années pour identifier les CSC dans différentes tumeurs solides, notamment dans les 
cancers du sein et du pancréas. La fiabilité et les certitudes quant à ces marqueurs dépend 
largement du type de tumeur étudiée (Jaggupilli & Elkord, 2012). Je détaillerai dans cette 
partie les travaux liés à la découverte de ces marqueurs dans le sein, et aux études 
moléculaires visant à leur associer des voies de signalisation. Mes travaux de thèse étant 
essentiellement associés au marqueur CD24, je me concentrerai plus particulièrement sur ce 
dernier. 
 
Propriétés des cellules CD24-/CD44+ dans les cancers du sein 
Parallèlement à l’étude des cellules SP, mammaires les efforts de caractérisation des CSC se 
sont concentrés sur l’étude de protéines membranaires inspirées des marqueurs de 
différenciation des cellules souches hématopoïétiques. En particulier, la corrélation faite entre 
l’agressivité de cellules tumorales mammaires et l’absence de la protéine CD24 date d’une 
étude de comparaison génomique entre différentes lignées, publiée par Schindelmann et al. en 
2002 (Schindelmann et al, 2002). En 2003, Al-Hajj et al. ont appliqué pour la première fois le 
concept de cellules souches cancéreuses au cancer du sein (Al-Hajj et al, 2003). Leur travail 
montre l’existence dans les cancers du sein d’une sous population de cellules possédant des 
propriétés tumorigéniques accrues par rapport au reste de la tumeur, capables de se 
différencier et de s’auto-renouveler. Ainsi, 200 cellules de type CD24-/CD44+/Lin-/ESA+ 
triées à partir de tumeurs humaines suffisent à induire des tumeurs en souris NOD/SCID, ce 
qui rend cette population 50 fois plus tumorigénique que la tumeur dans son ensemble. Les 
auteurs ont également montré que les tumeurs issues de ces cellules CD24-/CD44+/Lin-/ESA+ 
peuvent être passées en série en souris NOD/SCID et reconstituent l’hétérogénéité de la 
tumeur d’origine, ce qui confère à ces cellules des caractéristiques de cellules souches 
cancéreuses. Les propriétés de CSC des cellules CD24-/CD44+ ont été confirmées par la suite, 
et des études ont montré la possibilité de les enrichir in vitro. En effet, leur faible nombre dans 
les tumeurs humaines est un facteur limitant pour le développement de thérapies ciblées. 
Ainsi, la culture de tumeurs humaines sous forme de mammospheres in vitro permet de 
conserver à long terme une forte proportion de cellules CD24-/CD44+ présentant des 
caractères de CSC comme la capacité à induire des tumeurs, l’expression de facteurs 
angiogeniques, la surexpression de oct-4, etc. (Ponti et al, 2005). De plus, les lignées 
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cellulaires de cancers du sein contiennent une proportion variable de cellules CD24-/CD44+ 
qui est maintenue au cours du temps et qui permet de classer les lignées selon leur sous type 
histologique, les lignées contenant une forte proportion de cellules CD24-/CD44+ étant plutôt 
de type basal-like/mésenchymateux (Fillmore & Kuperwasser, 2008; Sheridan et al, 2006). 
De même que pour les cultures primaires, les cellules CD24-/CD44+/ESA+ des lignées 
cellulaires forment des tumeurs hétérogènes lorsqu’elles sont injectées en très faible nombre à 
des souris NOD/SCID, celles-ci sont enrichies dans les cultures de mammospheres et leur 
vitesse de prolifération est réduite par rapport aux cellules CD24+/CD44- (Fillmore & 
Kuperwasser, 2008).  
Il est intéressant de noter certaines restrictions quant à l’utilisation du phénotype CD24-
/CD44+ dans l’étude des CSC. D’une part, il semble que le pourcentage de cellules CD24-
/CD44+ dans une lignée cellulaire ne soit pas directement corrélé avec la tumorigénicité 
globale de la lignée, tandis que le tri de cellules CD24-/CD44+/ESA+ permet d’accroitre le 
potentiel tumorigénique des cellules par rapport au tri de cellules CD24-/CD44+ uniquement. 
La protéine ESA est exprimée par les cellules épithéliales, et semble jouer un rôle dans le 
phénotype des CSC (Fillmore & Kuperwasser, 2008). D’autre part, dans un modèle de souris 
Nude, le phénotype CD24-/CD44+ permet d’isoler à partir de lignées des cellules possédant un 
fort pouvoir tumorigénique, mais pas de prédire la capacité de ces cellules à former des 
métastases pulmonaires (Sheridan et al, 2006). Ces différents travaux suggèrent que les 
cellules CD24-/CD44+ présenteraient une agressivité accrue, mais que la caractérisation des 
CSC de sein telles qu’elles ont été décrites en théorie nécessiterait l’ajout d’autres marqueurs 
à ce phénotype (Jaggupilli & Elkord, 2012). Enfin il a été montré que des cellules 
CD24+/CD44+ issues de lignées cellulaires peuvent donner une descendance de type CD24-
/CD44+ in vitro, ce qui suggère une plasticité entre ces phénotypes plus importante que celle 
suggérée par la théorie des CSC (Meyer et al, 2009). Toutefois et malgré ces restrictions, le 
marquage CD24-/CD44+, couplé ou non au phénotype ESA+, est le plus couramment utilisé 
dans la littérature pour étudier les CSC mammaires.  
 
Profils génétiques et moléculaires des cellules CD24-/CD44+ 
La sous population cellulaire CD24-/CD44+ possédant des caractéristiques de CSC, la 
recherche de voies moléculaires impliquées dans le maintien de ce phénotype permettrait 
d’envisager de nouveaux traitements. En 2007, Shipitsin et al. ont publié une étude mettant en 
évidence des différences de profils moléculaires entre les cellules CD24-/CD44+ et 
CD24+/CD44- de tissu de sein normal et cancéreux (Shipitsin et al, 2007). Ce travail a montré 
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dans les cellules CD24-/CD44+ cancéreuses l’expression différentielle de gènes impliqués 
dans la motilité et l’invasion, l’angiogenèse, l’apoptose, le remodelage de la matrice 
extracellulaire. Notamment, l’étude montre une activation de la voie du TGF-β dans les 
cellules CD24-/CD44+, suggérant un lien entre les cellules souches cancéreuses et la transition 
épithéliale-mésenchymateuse, et la possibilité de développer des thérapies ciblant les acteurs 
de cette voie. Il est intéressant de noter que ces auteurs ne concluent pas quant à la validité de 
la théorie des cellules souches cancéreuses, mais s’interrogent au contraire sur la possibilité 
d’une évolution clonale des sous populations CD24-/CD44+ et CD24+/CD44-, leurs profils 
génétiques et moléculaires étant très distincts. Une autre étude de profils génétiques et 
moléculaires datant de 2009 confirme l’activation de la voie du TGF-β dans les cellules 
CD24-/CD44+ de lignées cancéreuses mammaires, et met en évidence une activation de la 
voie RAS, et des voies de réponse au TNF et à l’Interféron. Cette étude démontre de plus une 
activation dans les CSC du facteur de transcription NFκB, impliqué notamment dans la 
réponse à l’inflammation, l’angiogenèse, l’inhibition de l’apoptose et la tumorigenèse, et 
suggère un ciblage thérapeutique de cette molécule (Murohashi et al, 2009).  
Récemment, Marotta et al. ont mis en œuvre une stratégie particulière pour la recherche de 
cibles thérapeutiques. En partant du postulat que les voies de signalisation suractivées dans 
une sous population cellulaire sont nécessaires à la survie de cette population, les auteurs ont 
réalisé un screening de shRNA sur des lignées cancéreuses mammaires triées, et ont identifié 
les gènes dont l’expression est indispensable à la viabilité des CSC de type CD24-/CD44+. 
Cette étude conclut à l’importance de la voie de signalisation IL6/JAK2/STAT3 dans la survie 
et la prolifération des CSC in vitro, et démontre de plus l’activation de Stat3 par 
immunofluorescence dans les cellules de type CD24-/CD44+ de tumeurs primaires humaines 
(Marotta et al, 2011). La dérégulation de la voie Jak-STAT dans les CSC de type CD24-
/CD44+ est confirmée par Hernandez-Vargas et al.. Ainsi, leur étude montre une 
déméthylation des gènes de la voie Jak-STAT dans des lignées cellulaires enrichies en 
cellules CD24-/CD44+, associées à une activation de la transcription des gènes 
IL6/JAK3/STAT3 (Hernandez-Vargas et al, 2011).    
Plus généralement, la recherche de voies moléculaires dérégulées dans les CSC de type CD24-
/CD44+  s’inspire de la connaissance des cellules souches normales, et en particulier de voies 
permettant l’auto-renouvellement des cellules souches, connues depuis longtemps pour leur 
rôle dans la tumorigenèse mammaire : Notch, Wnt et Hedgehog (Harrison et al, 2010a; 
Harrison et al, 2010b; Liu & Wicha, 2010; Tanaka et al, 2009). Des agents thérapeutiques 
ciblant ces voies sont actuellement en cours d’essais cliniques (figure 22). 
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Figure 22 : Ciblage thérapeutique des voies de signalisation des CSC 
Représentation schématique des voies de signalisation clés activées dans les CSC, ainsi que 
des cibles et des agents thérapeutiques (en rouge). Ces voies incluent les voies Notch (1), 
Hedgehog (2), Wnt (3), Her2/Akt (4), et des cytokines dont Il-6 et Il-8 (5) (Adapté de Liu et 
al., 2010) 
 
 
Implication et rôle de CD24/CD44 dans les cancers du sein 
En complément d’une recherche globale de voies de signalisation, une connaissance précise 
du rôle des protéines CD24 et CD44 aiderait au ciblage thérapeutique direct des CSC. La 
molécule CD44 est une glycoprotéine transmembranaire d’adhésion. Son extinction dans des 
cultures primaires de cancers du sein provoque une réduction de la transcription de gènes 
impliqués dans les voies de signalisation Wnt et Hedgehog, une réduction de la prolifération 
cellulaire et une baisse du potentiel tumorigénique. CD44 serait impliqué dans le maintien 
d’un phénotype indifférencié dans les CSC, dans la migration et l’invasion (Louderbough & 
Schroeder, 2011; Pham et al, 2011). Je me focaliserai ici sur le rôle de CD24, et sur les études 
visant à modifier son expression in vitro. Les CSC étant négatives pour CD24, leur ciblage 
direct est impossible et une meilleure connaissance des voies moléculaires directement 
associées à cette protéine est nécessaire pour la détermination de nouvelles cibles.  
CD24 est une petite protéine glycosylée de 27 acides aminés, liée à la membrane par une 
ancre de glycosylphosphatidylinositol, ou ancre GPI. Elle est naturellement exprimée par les 
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lymphocytes B et par les neutrophiles, ainsi que par les tissus neuronaux, mais est absente de 
la surface des lymphocytes T et des monocytes. Elle permet l’adhésion des cellules sanguines 
aux plaquettes en se liant à la P-selectine. De plus, CD24 est exprimé dans divers types 
tumoraux, permettrait l’adhésion des cellules tumorales aux plaquettes sanguines activées et 
aux endothéliums, et par là même la dissémination de ces cellules dans l’organisme (Aigner et 
al, 1997; Fogel et al, 1999). Des études cliniques basées sur ces observations ont conclu en 
démontrant que la présence de cellules CD24+ dans du tissu tumoral serait de mauvais 
pronostique, bien que les CSC du sein aient été décrites comme étant CD24-. Je reviendrai par 
la suite sur ce paradoxe apparent souligné par les études cliniques. Un petit nombre de travaux 
ont eu pour objectif de modifier l’expression de la protéine CD24, afin de déterminer les 
phénotypes et les voies moléculaires affectées. Dans une étude publiée en 2005, Baumann et 
al. ont surexprimé CD24 dans une lignée de carcinome mammaire de rat (Baumann et al, 
2005). Ces travaux montrent que la lignée positive pour CD24 (notée CD24high) prolifère plus 
rapidement in vivo et forme plus de métastases pulmonaires que la lignée négative pour CD24 
(notée CD24low). De plus, les cellules CD24high sont capables de se lier à la fibronectine, au 
collagène I et IV et à la laminine par l’intermédiaire des intégrines α3β1 et α4β1, ce qui modifie 
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propriétés d’adhésion à la matrice extra-cellulaire. Enfin, les cellules CD24high sont plus 
mobiles et invasives in vitro que les cellules CD24low . Ces résultats semblent en contradiction 
avec le concept de CSC de type CD24-/CD44+, toutefois on peut noter que ces travaux sont 
réalisés sur des cellules de rat et non pas sur des cellules humaines d’une part, et d’autre part 
que ces travaux sont cohérents avec le rôle suggéré de CD24 comme molécule permettant 
l’adhésion des cellules métastatiques aux plaquettes sanguines. Dans une seconde étude datant 
de 2005, publiée par Schabath et al., CD24 est surexprimée dans une lignée humaine de 
cancer du sein naturellement négative pour cette protéine (CD24high vs. CD24low) (Schabath et 
al, 2006). Ces travaux montrent que les cellules CD24high sont moins mobiles et invasives in 
vitro et prolifèrent moins vite in vivo que les cellules CD24low. Ces résultats sont en 
opposition avec les travaux de Baumann et al., et partiellement en accord avec la théorie des 
CSC de type CD24-/CD44+. De plus, Meyer et al. ont montré que la réduction de CD24 dans 
des lignées cellulaires avec des siRNA augmente la motilité cellulaire (Meyer et al, 2009). 
Enfin, en 2011, Ju et al. ont publié des travaux réalisés sur des lignées mammaires humaines, 
dans lesquels la protéine CD24 est surexprimée ou sous–exprimée à l’aide d’un siRNA (Ju et 
al, 2011). Cette étude met en évidence l’existence d’un lien entre CD24 et la voie NFκB dans 
les lignées de type CD44+ uniquement. Ainsi, dans ces lignées, l’expression de CD24 atténue 
les acteurs de la voie NFκB et augmente l’apoptose cellulaire en réponse à un stress chimique 
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ou à une irradiation. Au contraire, la sous-expression de CD24 induit la voie NFκB. Ces 
travaux suggèrent également une implication de la voie c-Raf/MEK/MAPK dans la répression 
de NFκB par CD24. Une seconde publication de la même équipe a montré récemment que la 
protéine CD24 activerait la voie Raf/MEK/ERK par l’intermédiaire des protéines intégrine-
β1et Src/FAK, avec pour conséquence une activation de la prolifération cellulaire (Lee et al, 
2012). Ces résultats sont toutefois limités à certaines lignées cellulaires, les auteurs émettant 
l’hypothèse d’une implication du statut de CD44 dans ces voies de signalisation. Les travaux 
présentés ici montrent qu’il reste difficile d’associer in vitro les marqueurs CD24 et CD44 aux 
phénotypes tumoraux. Les observations contradictoires soulignent de plus l’importance du 
fond génétique du matériel cellulaire utilisé, ainsi que de la technique utilisée pour moduler 
l’expression des différentes protéines.  
 
CD24 : marqueur de cellules progénitrices ? 
Si les cellules CD44+/CD24- ont été désignées comme étant des CSC du sein, les cellules 
CD44+/CD24low, caractérisées par une faible expression de CD24, sont-elles alors des cellules 
progénitrices ? Dans ce cas, les cellules CD24low seraient issues des cellules CD24- et se 
distingueraient de ces dernières par leur capacité accrue à proliférer et à se différencier en 
cellules CD24+. Ainsi, Leth-Larsen et al. ont montré récemment que des cellules strictement 
CD44+/CD24- présentant un phénotype mésenchymateux ne forment pas de tumeur, tandis 
que des cellules CD44+/CD24low de phénotype épithélial forment des tumeurs et résistent à 
différentes drogues (Leth-Larsen et al, 2012). En particulier, l’étude transcriptomique de ces 
cellules leur a permis d’établir une signature de 31 gènes, prédictive de la récurrence 
tumorale. Ce travail suggère que les marqueurs de CSC du sein pourraient être affinés en 
tenant compte du niveau d’expression des protéines. Précisons que ce travail ne montre pas 
que les cellules CD24low sont issues des cellules CD24-, ce qui est généralement admis.   
 
3° Activité ALDH 
 
Les Aldéhyde Déshydrogénases (ALDH) forment une famille d’isoenzymes cytosoliques 
responsables de la détoxification des aldéhydes intra-cellulaires en acides carboxyliques, et de 
l’oxydation du rétinol en acide rétinoïque. Ces enzymes jouent notamment un rôle critique 
dans la différenciation des cellules souches hématopoïetiques, en effet l’acide rétinoïque agit 
comme facteur de transcription, contrôlant des processus biologiques tels que la prolifération, 
la différenciation, l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose (Balicki, 2007; Douville et al, 2008; 
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Marcato et al, 2011). ALDH1 est le principal isoforme de la famille ALDH, et son activité a 
été proposée comme marqueur potentiel de CSC du sein en 2007, par Ginestier et al. 
(Ginestier et al, 2007a). Ainsi, leurs travaux ont montré que les cellules possédant une activité 
ALDH1 (notée ALDH+), isolées à partir de tumeurs du sein humaines, présentent un potentiel 
de différenciation élevé, forment des mammospheres in vitro, sont capables de s’auto-
renouveler et sont au moins 100 fois plus tumorigéniques que les cellules ALDH- quand elles 
sont injectées en souris NOD/SCID. Il est intéressant de noter que la sous population 
exprimant à la fois l’activité ALDH1 et le marquage de surface CD24-/CD44+ représente la 
fraction la plus tumorigénique de la tumeur, et est capable de proliférer en souris NOD/SCID 
à partir d’une injection de 20 cellules uniquement. L’expression ALDH1 est également 
désignée dans ces travaux comme un puissant facteur pronostique de survie globale (Balicki, 
2007; Ginestier et al, 2007a). L’analyse des sous populations cellulaires ALDH+ sur un panel 
de lignées de cancer du sein confirme ces caractéristiques de CSC, telles que la tumorigénicité 
accrue en souris NOD/SCID, l’auto-renouvellement et la différenciation (Charafe-Jauffret et 
al, 2009b). La sous population ALDH+ surexprime de plus des gènes connus pour jouer un 
rôle dans la maintenance des cellules souches : NOTCH2, NFYA, RMB15/OTT, TPRXL, 
ST3GAL3.    
Quels sont les arguments avancés par les détracteurs de l’utilisation du marquage CD24-
/CD44+ par rapport au marqueur ALDH1+ pour identifier les CSC du sein ? D’après D. 
Balicki, tandis que les cellules CD24-/CD44+ sont en réalité un mélange de CSC et de 
progéniteurs, l’activité enzymatique ALDH est régulée dynamiquement au cours de la 
différenciation cellulaire et influencée par le micro-environnement (Balicki, 2007). Charafe-
Jauffret et al ainsi que Douville et al. reprennent cet argument, appuyé par le fait que la 
population CD24-/CD44+ est largement étendue dans la plupart des lignées cellulaires, ce qui 
ne concorde pas avec l’hypothèse d’une sous-population de taille réduite à l’origine du 
renouvellement tumoral (Charafe-Jauffret et al, 2009b; Douville et al, 2008). Le marqueur de 
CSC ALDH1 possède enfin l’avantage d’être à priori applicable à tous les tissus tumoraux, ce 
qui n’est pas forcément le cas du marqueur CD24-/CD44+. 
L’utilisation de l’activité ALDH comme marqueur de CSC comporte également des limites et 
est controversée (Neumeister & Rimm, 2009). En effet, l’analyse de l’activité ALDH sur 
coupes fixées est impossible, certaines des études cliniques sont donc réalisées en analysant la 
présence de la protéine ALDH. L’étude de Resetkova et al. montre ainsi une absence de 
corrélation entre l’expression d’ALDH1 et la survie globale, pas d’augmentation d’ALDH1 
après une thérapie néoadjuvante mais une surexpression d’ALDH1 stromal dans la cohorte 
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triple négative corrélée à un bon pronostique (Resetkova et al, 2009). Ces auteurs concluent à 
un rôle de ALDH1 du microenvironnement dans la détermination du pronostique tumoral. 
Enfin, il semble qu’une distinction entre les différents isoformes de ALDH soit nécessaire, les 
isoformes responsables de l’activité ALDH semblant dépendre du type tumoral et du tissu 
étudié (Marcato et al, 2011).  
 
4° Autres marqueurs de CSC du sein et associations de marqueurs 
 
Bien que les travaux utilisant les marqueurs CD24/CD44, ALDH et SP représentent une très 
grande majorité de la littérature des CSC du sein, quelques autres marqueurs ont été proposés 
pour identifier et isoler ces CSC, souvent en association avec les phénotypes les plus courants. 
 
CD133/prominin1 
La protéine de surface CD133/prominin1 est un marqueur utilisé couramment pour isoler les 
CSC du glioblastome et du cancer colorectal, entre autres (Charafe-Jauffret et al, 2009a). Son 
utilisation dans le glioblastome a été proposée pour la première fois en 2004 par Singh et al., 
qui ont montré que 100 cellules CD133+ de glioblastome ou médulloblastome injectées à des 
souris NOD/SCID peuvent former des tumeurs hétérogènes, tandis que les cellules CD133- ne 
forment pas de tumeurs (Singh et al, 2004). La valeur clinique de CD133 dans le sein a été 
examinée par quelques études, parmi lesquelles celle de Zhao et al., qui concluent à son 
intérêt dans la prédiction du pronostique des cancers triple-négatifs (Zhao et al, 2011). Dans 
les études in vitro, CD133 est généralement utilisé en association avec d’autres marqueurs de 
CSC. Ainsi, Croker et al. ont étudié le pouvoir métastatique de cellules triées à partir de 
lignées cancéreuses mammaires humaines en fonction de leurs phénotypes ALDH, CD24, 
CD44 et CD133 (Croker et al, 2008). Leurs travaux montrent que les cellules de type 
ALDH+/CD44+/CD24- et ALDH+/CD44+/CD133+ se divisent plus vite, forment plus de 
colonies, sont plus invasives in vitro, et sont plus métastatiques in vivo que les cellules de type 
ALDH+/CD44-. 
 
CD201/PROCR 
Le récepteur de surface PROCR est un marqueur de cellules souches embryoniques, neurales, 
hématopoïétiques et folliculaires (Ivanova et al, 2002). Dans le sein, ce marqueur serait 
étroitement associé à l’expression de la protéine CD44. Ainsi toutes les cellules CD44+ sont 
également PROCR+, d’après l’étude de Shipitsin et al., qui démontre les similarités 
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moléculaires existant entre les cellules cancéreuses de type CD44+/PROCR+ et les cellules 
souches normales (Shipitsin et al, 2007). Les cellules CD44+/PROCR+ présentent en outre une 
signature moléculaire composée de gènes impliqués dans la mobilité cellulaire, l’invasion, 
l’apoptose et le remodelage de la matrice extra-cellulaire. Cette signature est validée en 
clinique et corrélée à un mauvais pronostique, mais indépendante de l’expression du récepteur 
ER et du grade tumoral. 
 
Différents marqueurs, signatures de tumeurs hétérogènes ? 
Comme vu précédemment, un grand nombre de marqueurs de CSC du sein ont été proposés 
depuis une dizaine d’années, et il existe des arguments en faveur de chacun de ces marqueurs. 
Faut-il alors considérer que ces différents marqueurs sont le reflet de l’hétérogénéité des 
tumeurs du sein et que la diversité des phénotypes proposés résulte de la diversité des sous-
types de cancer du sein existant ? C’est l’hypothèse émise par Hwang-Verslues et al., à partir 
du phénotypage de différentes lignées mammaires et tumeurs primaires humaines, selon les 
marqueurs CD24, CD44, CD133, PROCR, ABCG2, ESA et ALDH (Hwang-Verslues et al, 
2009). Cette étude soulève plusieurs points intéressants. D’une part, les marqueurs CD24-
/CD44+ et ALDH+ les plus couramment utilisés pour étudier les CSC du sein ne seraient pas 
forcément adaptés à tous les sous-types de cancers du sein, et le marquage PROCR+/ESA+ 
permettrait en général d’identifier les cellules les plus tumorigéniques. D’autre part, 
l’hétérogéneité des phénotypes observés serait le reflet de différentes lignées cancéreuses 
originaires de plusieurs cellules cancéreuses ayant proliféré indépendamment, et qui 
cohabiteraient au sein d’une même tumeur. Plus récemment, différents auteurs ont postulé que 
les marqueurs présent dans la tumeur reflèterait l’identité de la cellule cancéreuse d’origine et 
le sous-type cancéreux (Ricardo et al, 2011; Visvader, 2011) (figure 23). Ainsi, les cellules 
CD24-/CD44+ signeraient les carcinomes basaux issus de la cancérisation de cellules 
mammaires indifférenciées, tandis que le phénotype ALDH+ permettrait d’identifier les 
tumeurs basal-like et HER2+ originaires de la cancérisation de progéniteurs luminaux. Enfin, 
le phénotype CD24+/CD44- serait une signature de tumeurs luminales A (Ricardo et al, 2011; 
Schmitt et al, 2012). 
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Figure 23 : Association entre les sous-types moléculaires de cancers du sein, la transition 
épithéliale-mésenchymateuse et l'expression des marqueurs de CSC 
(Adapté de Schmitt et al, 2012) 
 
 
Finalement, l’étude de Lehmann et al. contredit clairement les travaux sur les différents 
marqueurs de CSC (Lehmann et al, 2012). Ces auteurs ont dérivé deux lignées cellulaires à 
partir de deux tumeurs primaires, et ont cultivé ces lignées sous forme de couche adhérente ou 
de mammospheres. Pour une des deux lignées seulement, les cellules cultivées en 
mammospheres sont plus tumorigéniques in vivo que les cellules adhérentes, tandis que pour 
l’autre lignée les tumorigénicités sont équivalentes. Les lignées les plus tumorigéniques ne 
sont enrichies ni en cellules CD24-/CD44+, ni en cellules ALDH+, ni en cellules SP. De plus, 
il n’y a pas de surexpression dans ces cellules des facteurs Oct3, Sox1, Sox2 et Nanog, bien 
qu’une légère surexpression des facteurs d’EMT Snail2 et Twist1 et des facteurs KLF4 et 
Notch3 soit détectée. Ces auteurs concluent à l’invalidité des marqueurs de CSC proposés, et 
statuent sur l’existence de marqueurs de CSC encore non déterminés, ainsi que sur 
l’importance des facteurs environnementaux dans la modulation des phénotypes de CSC. Il 
est toutefois intéressant de souligner le faible nombre de tumeurs utilisées pour cette étude, 
ainsi que l’absence de précisions quant à l’origine histopathologique de ces tumeurs, qui a pu 
influencer les résultats comme vu précédemment. 
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 CSC du sein : conséquences thérapeutiques et résistance aux C-
traitements 
 
1° Marqueurs de CSC et études cliniques 
 
Dans ce chapitre je m’intéresserai aux études évaluant l’intérêt des CSC dans l’établissement 
de facteurs pronostiques de cancers du sein. Je me concentrerai en particulier sur le marqueur 
CD24-/CD44+ et sur les contradictions subsistant à l’heure actuelle dans la littérature. 
 
Etudes cliniques associant l’expression de CD24 à la progression tumorale  
La première étude cherchant à corréler CD24 à la progression tumorale date de 1999. Dans 
cet article, Fogel et al. montrent clairement une surexpression de CD24 dans tous les 
carcinomes mammaires canalaires étudiés, quel que soit le grade tumoral, par rapport au sein 
normal contrôle. Notamment, les auteurs montrent un déplacement du marqueur CD24 au 
cours de la progression tumorale. Ainsi, les carcinomes canalaires in situ de faible grade 
présentent un fort marquage apical et un faible marquage cytoplasmique de CD24 tandis que 
les carcinomes in situ de grade élevé et infiltrants présentent un fort marquage cytoplasmique 
(Fogel et al, 1999). L’étude de Bircan et al. confirme la surexpression de CD24 dans les 
carcinomes canalaires par rapport au tissu de sein normal (Bircan et al, 2006). De plus, le 
marquage CD24 cytoplasmique serait corrélé positivement au grade de la tumeur dans les 
carcinomes canalaires in situ tandis que le marquage CD24 membranaire est corrélé 
positivement au grade de la tumeur dans les carcinomes infiltrants. Finalement, CD24 ne 
serait pas corrélé aux facteurs histopathologiques habituels (ER, PR, c-erbB2). Ces deux 
études concluent à la spécificité de localisation du CD24 en fonction du type tumoral 
(canalaire ou infiltrant), mais ne statuent pas sur l’utilisation de CD24 comme facteur 
pronostique. 
La valeur pronostique de CD24 est analysée dans un article publiée en 2003 par Kristiansen et 
al. (Kristiansen et al, 2003). Ces travaux, réalisés sur des carcinomes primaires canalaires et 
lobulaires de différents grades, confirment la surexpression de CD24 par le tissu tumoral par 
rapport au tissu sain. Ainsi, la présence de CD24 cytoplasmique, indépendamment du niveau 
d’expression, serait un facteur général de mauvais pronostique associé à la récurrence et à la 
progression tumorale, et ce quel que soit le traitement reçu au moment du diagnostic 
(chirurgie, radiothérapie adjuvante ou non, chimiothérapie associée ou non au tamoxifène). 
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Plus récemment, Mylona et al. ont montré une corrélation négative entre la prévalence de 
cellules CD24+/CD44-, la durée sans rechute et la survie globale, notamment dans les tumeurs 
de grade II, tandis que la prévalence de cellules CD24-/CD44+ est plutôt associée à une 
absence de rechute (Mylona et al, 2008). Enfin, une étude portant sur les carcinomes 
infiltrants de faibles grades (I et II) et sur une grande cohorte de 1036 patientes indique une 
fois de plus la surexpression de CD24 par les cellules tumorales par rapport au tissu sain, et 
montre que le marquage CD24-/CD44+ est significativement de meilleur pronostique que le 
marquage CD24+/CD44- (Ahmed et al, 2011). Notamment, CD44 serait corrélé positivement à 
la survie globale tandis que le marquage CD24 cytoplasmique ne serait pas corrélé à la survie.  
En contradiction avec les travaux décrits précédemment un certain nombre d’études cliniques, 
basées sur le postulat des CSC, ont cherché à mettre en évidence une malignité accrue des 
cellules de type CD24-/CD44+. En effet, une analyse de carcinomes in situ réalisée par 
Giatromanolaki et al. a montré une corrélation entre le phénotype CD24-/CD44+, une 
angiogenèse accrue, les tumeurs triple-négatives (ER-, PR, c-erb-B2) et un mauvais 
pronostique en termes de survie globale (Giatromanolaki et al, 2010). Un pourcentage élevé 
de cellules CD24-/CD44+ au sein d’une tumeur a également été associé par Abraham et al. à la 
présence de métastases, mais ces auteurs ont montré une absence de corrélation avec le 
pronostique et la survie globale (Abraham et al, 2005). Une méta-analyse groupant 12 études 
cliniques a montré une corrélation entre les CSC de type CD24-/CD44+ et ALDH+ et les 
paramètres histo-pathologiques ER, PR, HER-2 ainsi que le grade de la tumeur (Zhou et al, 
2010). En particulier, les marquages CD24-/CD44+ et ALDH+ sont associés dans cette étude à 
une survie globale réduite, bien que les marqueurs CD24-/CD44+ et ALDH+ ne soient pas 
corrélés l’un avec l’autre, ce qui peut être dû à l’hétérogénéité des travaux recoupés. Enfin, Lu 
et al. ont montré une augmentation de la proportion de cellules CD24-/CD44+ dans les 
carcinomes invasifs par rapport aux fibroadénomes et au sein normal, mais une absence de 
corrélation avec le sous-type histologique des tumeurs, et avec les paramètres cliniques 
utilisés habituellement (Lu et al, 2011).  
 
Incohérences dans la littérature 
La plupart des études citées précédemment s’accordent à reconnaitre une surexpression de 
CD24 dans les tumeurs du sein par rapport au tissu sain. En revanche, la valeur pronostique 
des marqueurs CD24 et CD44 n’est clairement pas établie. Différentes raisons peuvent être 
avancées pour expliquer les incohérences de la littérature. D’une part, il semble que la 
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localisation du marquage CD24 quantifié (membranaire, cytoplasmique ou nucléaire) ait un 
impact sur les résultats obtenus, ainsi que l’anticorps utilisé pour réaliser 
l’immunohistochimie et la méthode de quantification du marquage positif. Notons que la 
plupart des études in vitro, dont la nôtre, étudie le phénotype CD24/CD44 par marquage 
membranaire sur cellules vivantes, analysé par cytométrie en flux, ce qui ne tient pas compte 
d’un éventuel marquage cytoplasmique. En outre, Ahmed et al. suggèrent un rôle 
prépondérant du microenvironnement dans les résultats des études cliniques, la plupart des 
expériences sur les CSC étant réalisées in vitro ou en souris immunodéficientes (Ahmed et al, 
2011). Les CSC ayant été associées à la résistance des tumeurs aux chimiothérapies ou 
radiothérapies, leur valeur pronostique peut également différer en fonction du traitement reçu, 
du type tumoral et du grade au moment du dépistage. Effectivement, les études actuelles sont 
peu uniformes en termes de tumeurs observées, grade des tumeurs, taille des cohortes etc. 
L’association ou non du marqueur CD24  au marqueur CD44, éventuellement à d’autres 
marqueurs de CSC et au statut ER peut avoir un impact non négligeable sur les résultats (Ali 
et al, 2011). Enfin, il me semble qu’un dernier point mérite d’être évoqué : en effet alors que 
l’hypothèse des CSC accorde une place primordiale à une sous population cellulaire, certaines 
des études cliniques mentionnées étudient l’expression globale par la tumeur de CD24 et 
CD44. Peut-être serait-il intéressant d’adapter les études cliniques à la théorie des CSC, et 
donc de s’intéresser à la cohabitation de différentes sous populations cellulaires dans la 
tumeur plutôt qu’à son phénotype global.   
 
2° Chimiorésistance des CSC 
 
Comme mentionné précédemment, un des objectifs principaux de l’étude des cellules souches 
cancéreuses est de comprendre les mécanismes qui mènent à la rechute tumorale. Ainsi, bien 
que les thérapies conventionnelles (chimiothérapie et radiothérapie) permettent une fonte 
tumorale rapide chez la plupart des patientes, on observe parfois au bout d’un certain temps 
une récidive de la tumeur. Les CSC étant par définition plus résistantes à la chimiothérapie et 
à la radiothérapie que le reste des cellules tumorales, celles-ci pourraient être à l’origine de la 
rechute. La résistance à la chimiothérapie des CSC est associée à des altérations des voies de 
signalisation contrôlant l’autorenouvèlement et la différenciation, telles que Notch, Wnt, 
Hedgehog et HER2 (Nguyen et al, 2010; Velasco-Velazquez et al, 2012).   
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Etudes in vitro 
La définition des cellules SP repose sur leur capacité à effluer les drogues toxiques. Il est donc 
naturel de supposer que ces cellules sont à l’origine de la chimiorésistance des tumeurs. Ainsi, 
Hirschmann-Jax et al. cités précédemment ont montré une chimiorésistance amplifiée des 
cellules SP de neuroblastomes traités par la mitoxantrone (Hirschmann-Jax et al, 2004). Dans 
les cancers du sein, les cellules SP surexpriment des pompes à efflux, notamment ABCG2, 
qui leur permettraient de résister aux chimiothérapies. Britton et al. ont observé l’existence de 
cellules SP surexprimant ABCG2 dans des micro-aspirations de tumeurs (Britton et al, 2012). 
Ils ont de plus démontré la résistance à la mitoxantrone de ces cellules dans des lignées 
mammaires cancéreuses. D’autres marqueurs de CSC du sein ont été examinés pour isoler les 
cellules chimiorésistantes. Afin de démontrer la résistance accrue des CSC mammaires aux 
drogues toxiques utilisées en chimiothérapie, Crocker et al. ont trié et exposé aux drogues 
doxorubicine/paclitaxel les cellules de type ALDH+/CD44+ et ALDH-/CD44- issues des 
lignées mammaires humaines MDA-MB-231 et MDA-MB-468 (Croker & Allan, 2011). Au 
bout de 72h de traitement, les cellules ALDH+/CD44+ présentent un meilleur taux de survie, 
et l’inhibition de l’activité ALDH permet de chimio-sensibiliser ces cellules. L’activité 
ALDH serait donc fortement liée à la chimiorésistance des cellules, bien que cette étude ne 
propose pas de mécanismes pour expliquer ce phénotype. Une approche différente utilisée par 
Li et al. démontre la chimioresistance de CSC murines in vitro (Li et al, 2008a). Ainsi, 
considérant la chimiorésistance des CSC acquise d’office, ces auteurs ont utilisé des drogues 
toxiques pour identifier le meilleur marqueur de CSC dans une lignée mammaire tumorale de 
souris. La lignée TM40D contient initialement 0.7 à 1.6% des cellules CD24-/CD44+. Après 
10 passages sous forme de mammospheres en milieu sans sérum, suivis de 1 semaine de 
traitement paclitaxel/epirubicine, cette lignée contient plus de 99.8% de cellules CD24-
/CD44+, hautement tumorigéniques lorsqu’elles sont injectées à des souris BALB/C. Ces 
auteurs concluent donc à la validité du marqueur CD24-/CD44+ pour identifier les CSC 
murines, et démontrent par la même occasion la chimiorésistance de ces cellules. 
Paradoxalement, il est généralement admis que les CSC murine possèdent un phénotype 
CD29+/CD24+ (Zhang et al, 2008). Les travaux de Li et al. se démarquent donc du reste de la 
littérature, et soulignent les incertitudes qui existent à l’heure actuelle sur les marqueurs de 
CSC murines. Enfin, Van Phuc et al. ont montré que l’inhibition de CD44 par siRNA permet 
de sensibiliser des cellules de cancer du sein à un traitement par la doxorubicine (Van Phuc et 
al, 2011). 
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Etudes cliniques 
Dans des études cliniques, différents travaux ont cherché à mettre en évidence la résistance 
accrue des CSC à la chimiothérapie et à en comprendre les origines. Li et al. ont ainsi évalué 
la proportion de CSC dans des biopsies de patientes avant et après traitement (Li et al, 2008b). 
Leur étude montre que, 12 semaines après une chimiothérapie néoadjuvante (docetaxel, 
doxorubicine, cyclophosphamide), les tumeurs HER2- sont enrichies en cellules CD24-
/CD44+ et en cellules capables de former des mammospheres. De plus, les cellules ayant 
survécu à la chimiothérapie présentent une capacité accrue à former des tumeurs chez la 
souris SCID/Beige. En revanche, chez les patientes traités par lapatinib (traitement des 
tumeurs qui surexpriment HER2), on observe  une diminution non statistiquement 
significative du pourcentage de cellules CD24-/CD44+ et de cellules capables de former des 
mammospheres. La chimiothérapie conventionnelle pourrait donc sélectionner les CSC de 
type CD24-/CD44+, tandis que le lapatinib permettrait d’éliminer les CSC en ciblant la voie 
EGFR active dans les tumeurs HER2+. Cette étude est en contradiction avec les travaux de 
Tanei et al.,  qui ont quantifié les cellules CD24-/CD44+ et ALDH+ issues de biopsies de 108 
patients, avant traitement et après chimiothérapie (paclitaxel, epirubicine) (Tanei et al, 2009). 
Dans ces échantillons, seul le marqueur ALDH+ est corrélé au risque de rechute. De plus, 
seules les cellules ALDH+ sont sélectionnées par le traitement, tandis que le pourcentage de 
cellules CD24-/CD44+ n’est pas modifié. Pour expliquer l’apparente contradiction de ces 
résultats avec ceux de Li et al., ces auteurs avancent des différences dans les protocoles de 
traitement et d’immunohistochimie. Bien que ne s’accordant pas sur le marqueur CSC le 
mieux adapté aux études cliniques, ces deux études suggèrent donc une sélection des CSC par 
le traitement de chimiothérapie sans proposer toutefois de mécanisme moléculaire mis en jeu. 
Un second travail publié par les mêmes auteurs va plus loin dans la caractérisation des 
cellules résistantes. A partir de tumeurs du sein, cette étude propose une signature moléculaire 
de 493 gènes  issue du recoupement entre une signature des cellules CD24-/CD44+ et une 
signature de mammospheres. Cette signature, corrélée avec le sous-type tumoral claudin-
low/basal B, est  également enrichie dans les tumeurs après traitement endocrine au letrozole, 
ou chimio-thérapeutique au docetaxel. Enfin, de manière intéressante, parmi les gènes 
surexprimés après traitement dans les tumeurs figurent un certain nombre de gènes de la 
transition épithéliale-mésenchymateuse, ce qui confirme le lien établi entre EMT et CSC 
(Creighton et al, 2009). 
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3° CSC et résistance à l’irradiation 
 
Les CSC sont-elles à l’origine de certains échecs thérapeutiques après traitement par 
radiothérapie? La radiorésistance des CSC est appuyée par de nombreux arguments, que je 
détaillerai ici, en me concentrant plus particulièrement sur la résistance des cellules CD24-
/CD44+. La radiorésistance d’une sous-population cellulaire dans la tumeur a des 
conséquences thérapeutiques importantes, mais cette notion n’est pas nouvelle. L’observation 
de récurrences après irradiation, en particulier dans les cancers du sein et les glioblastomes, a 
suggéré aux radiothérapeutes l’existence d’une fraction tumorale présentant une résistance 
accrue aux traitements. Cette sous-population a par la suite été conceptualisée avec la théorie 
des CSC (figure 24). L’indentification de ces CSC par des marqueurs, et des voies 
moléculaires à l’origine de leur radiorésistance ouvre des perspectives thérapeutiques 
nouvelles. La principale difficulté de ces thérapies ciblées est toutefois de trouver une fenêtre 
thérapeutique épargnant les cellules souches normales, qui partagent avec les CSC leurs voies 
moléculaires de radiorésistance (Baumann et al, 2008; Eyler & Rich, 2008).   
 
 
Figure 24 : Intégration de la théorie des CSC à l’évaluation des traitements par 
radiothérapie 
(A) D’après la théorie des cellules souches cancéreuses, la probabilité d’éliminer l’intégralité 
des cellules tumorales augmente avec la dose d’irradiation appliquée (B) Tumeur constituée 
de cellules AT17/7, irradiée in vivo à une dose unique de 32 Gy et excisée 17 jours plus tard : 
les CSC survivantes ont formé des colonies proliférantes au sein du tissu restant après 
irradiation (encadré). Le nombre de colonies diminue lorsque la dose d’irradiation appliquée 
augmente (Adapté de Baumann., 2008) 
 
75 
 
Mise en évidence de la radiorésistance des CSC 
La radiorésistance des CSC est décrite dès 2006 dans différents types cellulaires, avec la 
publication concomitante de trois articles essentiels. D’une part, l’étude de Bao et al. 
démontre la radiorésistance des CSC de gliome, identifiées par leur marquage positif pour la 
protéine CD133 (Bao et al, 2006). Ainsi,  les cellules CD133+ sont enrichies après irradiation 
dans des cultures primaires de gliome humain, et dans des xénogreffes sous cutanées et 
intracrâniennes de gliome chez la souris. De plus, l’irradiation n’induit pas l’expression de 
CD133 dans des cellules CD133-, cet enrichissement est donc bien dû à une sélection de ces 
cellules. Après tri, les cellules CD133+ survivent mieux à l’irradiation que les cellules CD133- 
et conservent après une irradiation de 2 Gy leur capacité à former des tumeurs in vivo.  
Les travaux de Woodward et al., publiés également en 2006, portent essentiellement sur la 
radiorésistance de cellules épithéliales progénitrices non cancéreuses de souris BALB/c 
(Woodward et al, 2007). Ces cellules, identifiées par leur phénotype combiné sca1+/SP, 
survivent mieux à des doses cliniques d’irradiation et présentent moins de foci γ-H2AX 2h 
après irradiation que les cellules sca1-. La population SP est de plus induite dans les cellules 
de souris surexprimant Wnt-1 et la β-catenine stabilisée. La β-catenine et la survivine sont 
induites par l’irradiation dans les cellules Sca1+. Dans le cas du cancer du sein, les auteurs 
montrent que l’irradiation de la lignée MCF-7 sélectionne les cellules de type lin-
CD24+/CD29+, mais tue sélectivement les cellules de type CD24+/CD29faible et CD24-/CD29-. 
L’ensemble de ces résultats démontre que les cellules progénitrices survivraient mieux à 
l’irradiation que les cellules différenciées en activant la voir Wnt-βcatenine et la survivine, en 
réponse à l’irradiation. 
Enfin, une grande partie des travaux publiés à ce jour sur la résistance à l’irradiation des CSC 
du sein de type CD24-/CD44+, que je présenterai ici, provient de l’Université de Californie 
Los Angeles (UCLA), et réunit en particulier les auteurs F Pajonk, T Phillips, WH McBride, 
C Lagadec et E Vlashi. En 2006, Phillips et al. ont étudié la réponse à l’irradiation de deux 
lignées mammaires, MCF-7 et MDA-MB-231, en comparant des cultures adhérentes à des 
mammospheres, naturellement enrichies en cellules CD24-/CD44+ (Phillips et al, 2006). Leurs 
travaux montrent que les cultures de mammospheres sont plus radiorésistantes que les 
cultures adhérentes 28 jours après une irradiation unique de 2, 4, 6 ou 8 Gy, dans des essais de 
clonogénicité. De plus, après une irradiation unique de 10 Gy ou 3 irradiations fractionnées de 
5 Gy, la fraction CD24-/CD44+ est enrichie dans les cellules non adhérentes. Il est important 
de noter que cet enrichissement est à la limite de la significativité (figure 25), et mis en 
évidence à court terme après irradiation. De plus les images de cytométrie en flux présentées 
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sur la figure 25 ne permettent pas d’observer un enrichissement significatif en cellules CD24-
/CD44+ dans les mammospheres par rapport aux cellules adhérentes. 
 
 
 
 
Figure 25 : Effets des rayonnements ionisants sur les CSC du sein 
Les cellules adhérentes ou flottantes (mammospheres) ont été irradiées à une dose unique de 
10 Gy ou par des doses fractionnées de 3 x 5 Gy. 48h après la dernière irradiation, un 
marquage CD24/CD44 et une analyse par cytométrie en flux sont réalisés. On observe dans 
la population flottante irradiée un décalage du nuage de cellule vers la gauche (phénotype 
CD24
faible) et une légère augmentation de la proportion de cellules CD24-/CD44+ (encadré 
rouge)  (Phillips et al., 2006) 
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Après irradiation, les mammospheres présentent moins de foci γ-H2AX et une réduction des 
ROS par rapport aux cultures adhérentes, indiquant l’existence d’un meilleur système de 
détoxification des radicaux libres dans ces CSC. Enfin, dans le cas des irradiations 
fractionnées, une activation de la voie Notch, par l’intermédiaire des protéines Jagged-1 et 
Notch-1 pourrait être à l’origine de l’augmentation du nombre de CSC. Un éditorial publié en 
réponse à cet article par Diehn et Clarke soulève les problèmes posés par la culture de lignées 
cellulaires in vitro, dans des conditions artificielles et sans niche tumorale, bien que ces 
conditions soient employées dans la plupart des études (Diehn & Clarke, 2006). 
Les résultats de cette équipe portant sur les doses fractionnées d’irradiation sont développés 
dans une seconde publication, qui s’intéresse notamment aux conséquences de ces irradiations 
sur les propriétés des CSC (Lagadec et al, 2010). Dans ces travaux, des doses fractionnées de 
2 Gy appliquées sur les lignées mammaires T-47D et MCF-7 augmentent leur capacité à 
former des mammospheres, et n’affectent pas la vitesse de prolifération des CSC de type 
CD24-/CD44+ tandis qu’elles inhibent la croissance des cellules non-CSC qui évoluent alors 
vers un stade sénescent. En réponse aux doses fractionnées d’irradiation, les CSC seraient en 
outre mobilisées d’un état quiescent G0, propre aux cellules souches, vers un état de 
prolifération active, sans subir d’apoptose radio-induite. Les phénotypes dépendent du 
nombre de doses appliquées, et selon la lignée cellulaire un nombre suffisant de doses peut 
contribuer à tuer également les CSC. 
L’ensemble de ces résultats tend à démontrer une radiorésistance accrue des cellules 
progénitrices et CSC dans différents systèmes cellulaires. Dans le cas des CSC humaines de 
sein, les travaux de l’équipe de F Pajonk suggèrent notamment la radiorésistance des cellules 
CD24-/CD44+. Il existe toutefois des travaux tendant à démontrer l’absence de radiorésistance 
spécifique des CSC. Ainsi Al-Assar et al. suggèrent que la radiorésistance des CSC n’est pas 
un phénomène généralisable à tous les types tumoraux, mais est une propriété restreinte à 
certaines lignées cellulaires (Al-Assar et al, 2009). Les auteurs apportent plusieurs 
explications à cette observation : les marqueurs de CSC employés actuellement ne seraient 
pas adaptés, ou les études in vitro ne permettraient pas de recréer la niche tumorale. De même, 
Zielske et al. montrent à partir de xénogreffes dérivées de 2 tumeurs humaines de que la sous-
population de CSC CD24-/CD44+ peut être soit enrichie, soit diminuée par l’irradiation 
(Zielske et al, 2011). Ces travaux bien que peu nombreux mettent en lumière les incertitudes 
qui existent quant à la radiorésistance des CSC. 
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CSC et traitements : sélection ou induction ?  
Les travaux de Bao et al. montrent une sélection des CSC de gliome par l’irradiation (Bao et 
al, 2006). Un second mécanisme suggère une induction du phénotype CSC du sein par 
l’activation de la voie Notch en réponse à l’irradiation (Phillips et al, 2006). De même, les 
travaux de Woodward et al. montrent une activation de la voie Wnt/βcatenine dans les 
cellules irradiées, qui pourrait mener à une radiorésistance accrue des cellules composant la 
rechute tumorale (Woodward et al, 2007). Quelles sont les preuves suggérant une induction 
du phénotype de CSC dans la tumeur ? 
Le concept d’induction des CSC par l’irradiation est difficile à mettre en évidence, et n’est 
développé dans le cas des tumeurs mammaires que dans une seule publication récente, par 
Lagadec et al. (Lagadec et al, 2012b). Pour réaliser cette étude les auteurs ont utilisé plusieurs 
marqueurs de CSC mammaires : le phénotype CD24-/CD44+, l’activité ALDH et une faible 
activité du protéasome. Lorsque des cellules non souches (NCSC) sont triées et irradiées à une 
dose unique de 4 ou 8 Gy, les auteurs observent au bout de 5 jours une réapparition spontanée 
dose dépendante de CSC dans la population (appelées CSCi : CSC induites). D’après les 
auteurs, cet enrichissement rapide et important en CSCi ne peut être attribuable uniquement à 
une sélection par l’irradiation des CSC résiduelles. En revanche, une conversion des NCSC en 
CSCi expliquerait l’augmentation observée. Ces CSCi sont de plus dépendantes de 
l’expression du récepteur Notch1, et des gènes Oct4, Nanog, Sox2, Klf4. Curieusement, il 
semble que ces gènes soient surtout surexprimés dans les cellules polyploïdes radioinduites. 
Les auteurs concluent que la polyploïdie, par la multiplication des chromosomes et donc des 
copies de gènes serait le mécanisme d’apparition des CSCi. Plusieurs points me semblent 
contestables dans cette étude. D’une part, les auteurs ont considéré dans leur modélisation que 
la prolifération des CSC n’est pas affectée par l’irradiation, ce qui reste à confirmer. De plus, 
l’induction de CSCi concernerait les cellules polyploïdes radio-induites, or on sait que ces 
cellules sont caractéristiques d’une catastrophe mitotique et meurent majoritairement 
tardivement, dans les semaines qui suivent l’irradiation, sans donner de descendance viable. 
Enfin, nos propres travaux ont montré que les proportions relatives de cellules CD24- et 
CD24+ ne sont pas modifiées à long terme après irradiation. Qu’en est-il dans le modèle de 
Lagadec et al. ?  
Il est intéressant de noter que l’induction de CSC a également été suggérée dans d’autres 
modèles et pour d’autres types de traitements. Ainsi, le traitement chimiothérapeutique de 
cellules de carcinome hépatique par de faibles doses de carboplatine induirait la formation de 
CSC à partir de NCSC, de manière Sox2- et Oct3/4-dépendante (Hu et al, 2012). Ces mêmes 
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auteurs ont montré l’induction de CSC de glioblastomes après irradiation, identifiées par leur 
phénotype SP. Ici encore, l’induction serait dépendante de l’activation des facteurs Sox2 et 
Oct3/4 (Ghisolfi et al, 2012). Dans les glioblastomes, les CSC seraient également induites par 
l’hypoxie, responsable de la surexpression de Oct4, Nanog et c-Myc, pointant du doigt 
l’implication du microenvironnement dans l’expression de ce phénotype (Heddleston et al, 
2009). 
Ces résultats nécessitent confirmation car ils permettraient d’apporter une explication à 
certains échecs thérapeutiques, mais les études à ce sujet restent peu nombreuses. L’induction 
de CSC par les traitements pose un problème majeur, en rendant les cellules tumorales 
survivantes potentiellement plus agressives que la tumeur d’origine (Lagadec & Pajonk, 
2012). Il est possible que la sélection et l’induction des CSC soient deux phénomènes 
concomitants impliqués dans la résistance à l’irradiation des cellules tumorales mammaires. 
Un troisième mécanisme, impliquant la prolifération accrue des CSC survivantes, pourrait 
intervenir dans la réponse à l’irradiation des CSC. Quels sont les poids relatifs de ces 
différents phénomènes ? Ces poids dépendent-ils de la dose d’irradiation appliquée ? Quels 
sont-ils dans le cas de doses moyennes fractionnées, comme c’est le cas dans les protocoles de 
radiothérapie ?  
 
4° Mécanismes moléculaires de la radiorésistance des CSC 
 
Si la résistance à l’irradiation des CSC du sein a été démontrée dans différentes publications, 
on connait encore mal les voies moléculaires qui en sont à l’origine. Les travaux que je 
détaillerai ici portent sur la détoxification des ROS radioinduits par les CSC ainsi que sur le 
contrôle du cycle cellulaire et des dommages de l’ADN, principaux mécanismes proposés 
pour expliquer la radiorésistance de ces cellules. 
 
CSC du sein et hypoxie  
L’oxygène est connu depuis longtemps comme l’un des principaux agents de radio-
sensibilisation des tumeurs. Certaines cellules tumorales, regroupées dans des niches 
hypoxiques, seraient protégées des effets des rayonnements ionisants. Pourtant, des études ont 
montré que les CSC ne se situeraient pas dans ces niches hypoxiques, mais au contraire dans 
des zones oxygénées. Ainsi, Vlashi et al. ont mis au point une protéine de fusion fluorescente, 
accumulée dans des cellules de cancer du sein en l’absence d’activité protéasome 26S (Vlashi 
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et al, 2009a). Ces cellules possédant une faible activité protéasome présentent des 
caractéristiques de CSC : elles forment des mammospheres, sont 100 fois plus tumorigéniques 
que les autres cellules tumorales, et expriment des marqueurs de CSC. Les auteurs ont ainsi 
montré qu’il est possible de suivre in vivo la présence de CSC dans les tumeurs, grâce à leur 
faible activité protéasome (figure 26). De manière intéressante, ils constatent que ces CSC 
sont situées dans des niches périvasculaires, donc dans des zones relativement bien 
oxygénées, et que leur nombre augmente 72h après irradiation.  
 
 
 
Figure 26 : Identification et localisation in vivo des CSC du sein 
Les CSC (cellules ZsGreen-positive, en vert) sont localisées dans les régions péri-vasculaires 
bien oxygénées (b et c, vaisseaux sanguins en rouge) et absentes des zones nécrotiques mal 
oxygénées (a) (Vlashi et al., 2009, Supplementary figure 3) 
 
 
Ces observations laissent à penser que les CSC ont la capacité de résister à l’irradiation 
autrement que grâce à l’hypoxie. Ceci pourrait expliquer pourquoi, de manière contre-
intuitive, les traitements anti-angiogéniques couplés à l’irradiation ont démontré leur 
efficacité. Ainsi, ces traitements cibleraient la niche de CSC, apportant un poids non 
négligeable au traitement par irradiation (Morrison et al, 2011; Vlashi et al, 2009b). 
L’indépendance des CSC vis-à-vis de l’hypoxie a été confirmée par Lagadec et al., qui ont 
examiné la radio-sensibilité de lignées cellulaires mammaires en situations d’hypoxie et 
d’oxygénation (Lagadec et al, 2012a). Ainsi, lorsque les cellules sont cultivées en conditions 
d’adhérence et composées d’une faible proportion de CSC, l’hypoxie augmente 
considérablement la survie clonogénique après irradiation. En revanche, lorsque les cellules 
sont cultivées sous forme de mammospheres, donc enrichies en CSC, la survie clonogénique 
est la même en conditions hypoxique et oxygénée, et est comparable à la survie en hypoxie 
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des cultures adhérentes pour la plupart des lignées testées. Ces résultats démontrent 
l’indépendance des CSC de lignées mammaires vis-à-vis des conditions d’oxygénation, et 
suggèrent l’activation d’un système de détoxification plus efficace des espèces réactives de 
l’oxygène dans ces cellules. 
 
Détoxification des ROS dans les CSC 
Quels sont les mécanismes permettant aux CSC de résister à l’irradiation ? Comme décrit 
précédemment, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont naturellement présentes dans 
les cellules aérobies qui possèdent des systèmes constitutifs de détoxification. Le maintien par 
la cellule d’un taux de base de ROS variable selon les types cellulaires permet le contrôle de 
la prolifération et de la survie. Lorsque les cellules sont irradiées, le niveau de ROS augmente 
considérablement et est à l’origine de dommages causés à l’ADN, à l’ARN et aux protéines, 
pouvant induire la mort cellulaire. Les cellules possédant un système de détoxification 
efficace sont donc susceptibles de résister mieux à la mort radioinduite, c’est le cas par 
exemple des cellules souches hématopoïétiques (Kobayashi & Suda, 2012) (figure 27).  
 
 
 
Figure 27 : Mécanismes de défense et de réponse au stress des CSC 
(Adapté de Kobayashi et al., 2012) 
 
 
Dans les CSC mammaires, l’activation des voies de détoxification des ROS a été suggérée 
dans un premier temps par les travaux de Phillips et al., décrits précédemment et qui 
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impliquent la voie Notch dans la survie des CSC (Phillips et al, 2006). Un article provenant de 
la même équipe, cité dans le chapitre précédent et portant sur le comportement des CSC face à 
l’hypoxie, met en évidence des mécanismes de détoxification plus ou moins activés selon 
l’agressivité des cellules tumorales (Lagadec et al, 2012a). Les lignées cellulaires les plus 
agressives surexpriment les gènes TMX3/FOXO1/GSS/SOD2 et inhibent l’expression des 
gènes TMX1/SOD1 par rapport aux lignées luminales. Une meilleure survie clonogénique des 
lignées et des échantillons de patientes est corrélée avec une forte expression de SOD2 et une 
faible expression de TMX1 et SOD1.  
Bien que l’implication des voies de détoxification des ROS dans la radiorésistance des CSC 
soit suggérée par ces deux publications, le principal article publié sur le sujet en 2009 est celui 
de Diehn et al. (Diehn et al, 2009). Leurs travaux ont montré que, dans des tumeurs du sein, la 
sous population CD24-/CD44+ présente un niveau de base de ROS moins élevé, et que 
certains gènes des voies de détoxification des ROS sont globalement surexprimés dans ces 
cellules. Ces observations sont également valables pour les CSC murines de type 
Thy1+/CD24+/Lin-, isolées à partir de tumeurs spontanées de souris surexprimant Wnt-1. 
Après irradiation, ces CSC murines présentent moins de cassures de l’ADN et moins de foci 
γ-H2AX. Enfin, l’irradiation in vivo augmente le pourcentage de cellules Thy1+/CD24+/Lin- 
dans les tumeurs. Les CSC murines et humaines seraient donc plus radiorésistantes que les 
cellules composant le reste de la tumeur, et cette résistance serait associée à une surexpression 
des défenses contre le stress oxydant, réduisant les dommages à l’ADN radioinduits. Quelles 
sont ces défenses ? Comme dans l’article de Phillips et al., les auteurs ont mis en évidence la 
surexpression dans les CSC de plusieurs gènes impliqués dans le stress oxydant. D’une part, 
ils observent une surexpression des gènes Gss et Gclm, impliqués dans la biosynthèse du 
glutathion (GSH), un agent cellulaire antioxydant impliqué dans la chimio- et radiorésistance 
des cellules. La déplétion pharmacologique du GSH par exposition au Buthionine 
sulphoximine (BSO) permet de radiosensibiliser les CSC. D’autre part, ils observent une 
surexpression dans les CSC du gène Foxo1, facteur de transcription impliqué dans la 
régulation du stress oxydant des cellules souches hématopoïétiques (Kobayashi & Suda, 
2012). Ces différentes données en accord indiquent un contrôle du stress oxydant accru dans 
les CSC de sein, qui leur permettrait de survivre à l’irradiation. De manière intéressante les 
niveaux de ROS observés dans les CSC sont hétérogènes, indiquant peut être que la 
population étudiée n’est pas composée uniquement de souches cancéreuses, ou que les 
niveaux de ROS dans les CSC diffèreraient en fonction des conditions environnementales. 
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Notons que ces différentes études ne dégagent pas de consensus quant aux gènes responsables 
de la détoxification des ROS dans les CSC.  
 
CSC, contrôle du cycle cellulaire et réparation des dommages à l’ADN 
Le contrôle du cycle cellulaire est un élément essentiel de la réponse à l’irradiation. En effet, 
de nombreux travaux assez anciens indiquent que la radiosensibilité des cellules change en 
fonction de leur position dans le cycle cellulaire. Les cellules mitotiques sont définies comme 
plus sensibles aux effets des radiations ionisantes, tandis que les cellules quiescentes seraient 
plus résistantes. C’est le cas par exemple des cellules souches hématopoïétiques ou 
épidermiques qui, maintenues généralement dans un état quiescent, sont moins sensibles aux 
stress génotoxiques et présentent de plus un système de réparation des cassures plus efficace 
(Maugeri-Sacca et al, 2012). Le blocage du cycle en cas de cassures de l’ADN permet la 
réparation des dommages. Outre la surexpression des défenses contre les ROS radioinduits, 
des modifications du contrôle du cycle cellulaire et de la réparation des dommages à l’ADN 
pourraient donc expliquer la radiorésistance des CSC (Moncharmont et al, 2012). 
Précédemment, nous avons vu que l’activation des voies ATM/ATR/Chk1/Chk2 en réponse à 
une irradiation permet le blocage du cycle cellulaire et la réparation des cassures de l’ADN.  
Les travaux de Bao et al. et de Eyler et al. ont montré que la radiorésistance des CSC de 
gliome repose sur l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire : les cellules CD133+ 
activeraient mieux les checkpoints de mitose en réponse aux dommages à l’ADN, en 
particulier grâce aux protéines ATM et Chk1. La radiorésistance des CSC peut de plus être 
abrogée par inhibition de Chk1 et Chk2 (Bao et al, 2006; Eyler & Rich, 2008). Plusieurs 
travaux ont suggéré un meilleur contrôle du cycle cellulaire et une efficacité de réparation des 
cassures accrue dans les CSC de pancréas, prostate, colon, poumon, mélanome…(Mathews et 
al, 2011a; Mathews et al, 2011b) 
Karimi-Busheri et al. ont étudié la réponse à l’irradiation des CSC de type CD24-/CD44+ de la 
lignée mammaire MCF-7, cultivée sous forme de mammospheres (Karimi-Busheri et al, 
2010). Ainsi, le niveau constitutif de ROS est moins élevé dans les mammospheres que dans 
les cellules adhérentes, mais l’induction des ROS par l’irradiation est la même dans ces deux 
populations. Les CSC présentent un meilleur système de réparation des cassures simples 
brins. En revanche, la formation et la vitesse de réparation des cassures double brin est 
équivalente dans les deux sous-populations, alors que les CSC présentent un niveau plus 
important d’ATM phosphorylé avant et après irradiation. Les quantités de protéines Chk1 et 
Chk2 sont plus élevées dans les CSC, mais présentent un niveau de phosphorylation plus 
84 
 
faible. Ces auteurs ont ensuite étudié la senescence radioinduite dans les CSC, évaluée par 
l’activité télomérase et une faible expression de la protéine p21. La senescence est réduite 
dans les cellules CD24-/CD44+. Karimi-Busheri et al. concluent que la dérégulation des voies 
impliquant la télomérase et contrôlant la sénescence dans les CSC permettrait à ces cellules de 
mieux survivre à l’irradiation. Finalement les auteurs proposent que la protéine ATM, plus 
activée dans les CSC, pourrait permettre une réparation plus efficace des cassures de l’ADN 
radioinduites, sans toutefois montrer ici de différences de réparation entre les CSC et non-
CSC. Les travaux de Yin et al. ont confirmé l’activation d’ATM dans les CSC (Yin & Glass, 
2011). Ces auteurs proposent que les cellules de type CD24-/CD44+ de différentes lignées de 
cancer du sein seraient plus radiorésistantes que les cellules CD24+/CD44-. Cette 
radiorésistance ne dépendrait pas de différences d’activation du NHEJ, ni de différences en 
nombre de foci γ-H2AX, et les auteurs n’ont pas recherché de différences d’activation de la 
voie HR (recombinaison homologue). En revanche, la phosphorylation de la kinase ATM est 
plus importante et dure plus longtemps dans les CSC après irradiation, indiquant 
potentiellement un meilleur contrôle de la réparation de l’ADN en réponse au stress cellulaire. 
La molécule KU-55933, un inhibiteur d’ATM, permet de réduire la radiorésistance des 
cellules CD24-/CD44+ dans ces lignées et dans des cellules primaires tumorales. 
Kim et al. ont très récemment publié un article en opposition avec les données présentées 
précédemment (Kim et al, 2012). Ainsi, ces auteurs suggèrent grâce à des expériences de 
clonogénicité que les CSC sont plus radiosensibles que les cellules non-CSC, et que cette 
radiosensibilité serait liée à un défaut d’activation d’ATM dans ces cellules. Il me semble 
toutefois que le matériel cellulaire utilisé dans ces travaux est inadapté. Les auteurs ont utilisé 
deux lignées cellulaires mammaires de phénotype CD24- : MDA-MB-453 et MDA-MB-231. 
Afin de créer des « cellules pseudo-souches », ils ont surexprimé Oct3/4 dans ces lignées, 
avec pour résultat une induction de CD44 dans la lignée MDA-MB-453, tandis que la lignée 
MDA-MB-231 est déjà naturellement CD44+. Les propriétés étudiées par ces auteurs sont 
donc celles de cellules Oct3/4+ et non pas réellement de CSC de type CD24-/CD44+. 
Enfin, différents travaux ont montré l’implication de la voie Wnt/βcatenine dans le contrôle 
du cycle cellulaire et la tolérance aux dommages de l’ADN (Eyler & Rich, 2008). Or, 
Woodward et al. ont montré une surexpression de cette voie dans les CSC mammaires 
irradiées (Woodward et al, 2007). Les travaux de Zhang et al. ont également montré une 
implication des voies PI3K/Akt et Wnt/βcatenine dans la radiorésistance des CSC murines de 
type Lin-/CD24+/CD29+ (Zhang et al, 2010). Ces voies pourraient donc également être 
impliquées dans la radiorésistance des CSC.  
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L’ensemble de ces résultats suggère que la radiorésistance des CSC mammaires serait due en 
partie à un meilleur système de contrôle du cycle cellulaire grâce à l’activation d’ATM, en 
réponse aux radiations ionisantes, ainsi qu’à un contrôle de la senescence radioinduite. Par 
contre, des différences dans l’efficacité de réparation des cassures n’ont pas été démontrées. 
Paradoxalement, des cellules quiescentes, normales ou cancéreuses, subissant des cassures 
doubles brins sont réparées par le système NHEJ qui autorise les erreurs. Lorsque ces erreurs 
de réparation concernent des cellules souches, elles peuvent être transmises à la descendance, 
et favoriser un contexte d’instabilité génétique (Maugeri-Sacca et al, 2012). 
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Projet de recherche et résultats 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, différentes données de la littérature indiquent que les 
cellules cancéreuses mammaires humaines sont relativement réfractaires à une apoptose 
immédiate, suite à une irradiation ou à l’administration de drogues induisant des dommages 
de l’ADN, aussi bien in vivo que in vitro (Gewirtz, 2000). En revanche, cela ne signifie pas 
que ces cellules sont radiorésistantes à long terme, en effet leur capacité d’auto-
renouvèlement est quasiment perdue après traitement.  
Lorsque l’on irradie des lignées de cellules cancéreuses mammaires à forte dose (10 Gray), la 
première réponse est essentiellement un arrêt prolongé de croissance (blocage en phase 
G2/M), suivi au bout de plusieurs jours d’une forte mortalité dans un contexte de catastrophe 
mitotique (Luce et al, 2009). Cette mortalité peut durer plusieurs semaines et s’accompagne 
d’une forte instabilité génétique. Il a été observé au laboratoire qu’à long terme après 
irradiation seul un très petit nombre de cellules est capable de proliférer normalement et de 
donner une descendance, ce qui se traduit selon les lignées étudiées par une efficacité de 
clonage se situant entre 10-6 et 10-4 après une irradiation de 10 Gy. Ces cellules 
radiorésistantes « survivantes » ont une importance capitale, car elles sont par définition à la 
base de la rechute thérapeutique, suite à une radiothérapie. De plus, des travaux réalisés au 
laboratoire ont montré que la descendance des cellules mammaires irradiées présente une 
instabilité génétique accrue, alors que les cellules prolifèrent normalement, cette instabilité 
persistant pendant plus 35 doublements de population. L’instabilité génétique se traduit par 
l’apparition de cassures chromosomiques spontanées, ainsi que par une proportion importante 
de cellules polyploïdes dans la population. Là encore, cette instabilité à long terme, que l’on 
peut définir comme un effet « non ciblé » des radiations ionisantes, indique que les cellules 
qui échappent à la catastrophe mitotique radio-induite transmettent une prédisposition accrue 
à acquérir des mutations génétiques. Cette instabilité est donc potentiellement associée à 
l’acquisition par les cellules instables de nouvelles propriétés en termes d’agressivité et de 
progression tumorale.  
Mon travail de thèse s’inscrit dans la caractérisation des cellules radiorésistantes des cancers 
du sein, survivant à la catastrophe mitotique, et qui sont à l’origine d’une descendance 
présentant une instabilité chromosomique persistante. Une des pistes pour aborder la 
caractérisation de cette sous-population est l’utilisation de marqueurs utilisés dans la 
littérature pour identifier, au sein des tumeurs, une sous population de cellules de type 
souches. Les « Cellules Souches Cancéreuses » (CSC) sont définies comme une sous-
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population cellulaire présentant une capacité accrue à induire des tumeurs et à proliférer. Le 
caractère « souche » serait réversible, et modulé par des mécanismes de type épigénétique. Il 
est important de noter que ces CSC sont définies comme relativement radiorésistantes, et ont 
été placées au centre de la résistance thérapeutique et de la récurrence tumorale après 
traitement (Bao et al, 2006; Phillips et al, 2006). Toutefois, la théorie des CSC est 
actuellement remise en cause par l’observation d’une plasticité cellulaire plus importante que 
celle décrite initialement par ce modèle, ainsi que par la confusion résultant du grand nombre 
de marqueurs proposés, aucun de ces marqueurs n’étant validé pour un usage clinique. 
Au cours de mon travail de thèse, j’ai donc étudié plusieurs marqueurs de CSC mammaires 
afin de caractériser les cellules survivantes à une irradiation à forte dose, pour ainsi clarifier le 
rôle des CSC dans la radiorésistance et dans l’établissement d’une instabilité génétique radio-
induite. Les travaux entrepris au cours de la première partie de ma thèse ayant permis de 
mettre en lumière l’importance d’un marqueur en particulier, CD24, je me suis ensuite 
intéressée au rôle de la protéine CD24 en tant qu’acteur à la fois dans le maintien du 
phénotype « CSC mammaire » et dans la réponse à l’irradiation. Pour réaliser ce travail, j’ai 
utilisé un ensemble de lignées de cellules cancéreuses mammaires humaines présentées dans 
le tableau suivant (Neve et al, 2006). 
 
 
Tableau 1 : Caractéristiques des lignées tumorales mammaires étudiées au laboratoire
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Ces lignées sont en partie représentatives de l’hétérogénéité des cancers du sein, elles 
proviennent de différents types tumoraux et présentent des niveaux de tumorigénicité 
variables chez la souris athymique. Il est intéressant de noter que le taux de cellules  CD24-
low/CD44+, un des principaux marquages utilisés pour caractériser les CSC mammaires, est 
corrélé avec la tumorigénicité chez la souris athymique et le classement des lignées en sous-
types. Ainsi, les lignées de type basal-like et mésenchymateuses présentent la plus forte 
proportion de cellules CD24-/CD44+. Enfin, des travaux réalisés au laboratoire ont montré que 
ces différentes lignées présentent toutes un arrêt prolongé en phase G2/M suite à une 
irradiation à forte dose, une mort tardive débutant au bout de 2 à 4 jours après irradiation, et 
une forte instabilité génétique, la catastrophe mitotique se prolongeant pendant plusieurs 
semaines. 
 
La première partie de mon travail a mis en évidence le rôle joué par les cellules CD24-/low 
dans la transmission de l’instabilité génétique radioinduite différée. De nombreux marqueurs 
de CSC différents ayant été proposés dans la littérature, nous avons montré que seul le 
marqueur CD24 permet d’identifier les cellules résistantes à l’irradiation. Ainsi, seules les 
cellules mammaires de type CD24- survivent et sont sélectionnées après une irradiation γ. Ces 
cellules pourraient donc être impliquées directement dans la transmission de l’instabilité 
génétique. Classiquement, on définit les CSC, de même que les cellules souches normales, 
comme relativement stables génétiquement, grâce à des mécanismes de défense et de réponse 
au stress plus efficaces (Bao et al, 2006; Diehn et al, 2009). Nous avons donc cherché à savoir 
si les cellules CD24- potentiellement impliquées dans la transmission de l’instabilité génétique 
à leur descendance, présentaient une instabilité de base ou radioinduite différente des autres 
cellules. Nous avons ainsi montré que les cellules CD24- survivantes à l’irradiation sont 
relativement stables, mais ont acquis la capacité de transmettre une instabilité génétique 
persistante à leur descendance. Cette instabilité génétique ne s’exprime que dans les cellules 
descendantes portant le phénotype CD24+, suggérant fortement l’implication de mécanismes 
épigénétiques. Ce travail a fait l’objet d’une publication (Bensimon et al, 2013). 
 
Suite à ces observations, la seconde partie de mon travail a porté sur la mise en évidence du 
rôle joué par CD24 dans l’établissement du phénotype de CSC mammaires et dans la réponse 
à l’irradiation. En effet, si l’expression de CD24, en association avec CD44, est le marquage 
le plus utilisé et le mieux documenté pour caractériser les CSC mammaires, en revanche son 
rôle biologique dans les cancers reste pratiquement inconnu. Tout d’abord, les études 
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cliniques ne montrent pas de corrélation claire entre l’expression de CD24 et les facteurs 
histopathologiques de la tumeur, le grade, les métastases, le traitement, la survie globale… De 
plus, les travaux ayant cherché à modifier l’expression de la protéine CD24 pour déterminer 
son rôle dans la progression tumorale mammaire humaine sont peu nombreux et 
contradictoires. Enfin, aucune étude n’a cherché à établir un rôle de CD24 comme acteur de la 
réponse cellulaire à l’irradiation. Dans ce contexte, nous avons modulé l’expression de CD24 
dans 2 lignées mammaires humaines, par surexpression ou inhibition de son ARN messager. 
Dans un premier temps, nous avons montré que l’inhibition de l’expression de CD24 induisait 
à elle seule une partie des propriétés biologiques classiquement associées aux CSC: régulation 
de la prolifération cellulaire in vitro et in vivo, contrôle du taux de ROS intracellulaires 
et baisse de l’instabilité chromosomique. Ces phénotypes étant classiquement associés à la 
radiorésistance, nous avons par la suite mis en évidence une modification de la 
radiosensibilité des cellules transfectées, en termes de mort cellulaire radio-induite et de 
capacité à générer une descendance après irradiation. Enfin, cette modulation de la 
radiorésistance apparait liée à la baisse du niveau de ROS intracellulaires dans les cellules 
CD24- après irradiation. Ces résultats indiquent que CD24 n’est pas uniquement un marqueur 
de CSC mammaires, mais qu’il peut être défini comme un acteur de ce phénotype, en étant un 
modulateur important de la réponse à l’irradiation. 
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Article I 
 
Le marqueur de cellules souches cancéreuses CD24-/low définit une population 
de cellules radiorésistantes, impliquées dans la mémorisation et la 
transmission de l’instabilité génomique radioinduite 
 
CD24-/low stem-like breast cancer marker defines the radiation-resistant cells 
involved in memorization and transmission of radiation induced genomic 
instability 
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Présentation de l’article I 
 
Dans cette partie il sera fait référence aux figures et tableaux de l’article I 
Les cellules cancéreuses mammaires irradiées meurent dans un contexte de catastrophe 
mitotique, qui s’accompagne d’une forte instabilité génétique. Certaines cellules survivent à 
l’irradiation et se divisent, générant une descendance génétiquement instable. Des données de 
la littérature suggèrent que les cellules souches cancéreuses sont plus résistantes à l’irradiation 
que les cellules cancéreuses non souches, indiquant que ces CSC pourraient constituer la 
fraction cellulaire survivant à l’irradiation, capable de se diviser et de générer une 
descendance. Les CSC joueraient donc un rôle dans la mémorisation et la transmission de 
l’instabilité génétique radioinduite.  
Afin de tester cette hypothèse, nous avons dans un premier temps démontré que l’instabilité 
génétique est transmise à la descendance des cellules irradiées. Des cellules T-47D et BT-20 
ont été irradiées à une dose unique de 10 Gy, entrainant une mort massive durant les 2 à 3 
semaines suivant l’irradiation. 3 à 4 semaines après irradiation, on observe l’apparition dans la 
culture de clones proliférant normalement. Ces clones présentent un nombre élevé de cassures 
chromosomiques (figures 1 a et c), et une proportion élevée de cellules polyploïdes (figures 1 
b et d), signes d’une instabilité génétique persistante. Cette instabilité est particulièrement 
importante 3 à 4 semaines après irradiation, puis décroit mais reste élevée jusqu’à 9 semaines 
après irradiation, soit durant 35 générations environ. Ces résultats indiquent qu’une instabilité 
génétique persistante est transmise par les cellules cancéreuses mammaires irradiées à leur 
descendance, et perpétuée durant de nombreuses générations. 
Les CSC ont été décrites comme résistantes à l’irradiation, et de nombreux marqueurs de CSC 
mammaires différents ont été proposés dans la littérature. Nous avons donc recherché lequel 
de ces marqueurs permet de caractériser une population radiorésistante. Les lignées T-47D, 
BT-20, MDA-MB-231 et MDA-MB-157 (tableau 1) présentent des proportions variables de 
cellules ALDH+, SP, CD24-, CD44+, ESA+ et PROCR+ (tableau 2). 2 à 4 semaines après 
irradiation, seule la sous-population CD24- est enrichie dans la population cellulaire, dans 
toutes les lignées étudiées, proportionnellement au taux initial de cellules CD24- (figure 2 b). 
Cet enrichissement est transitoire, et la proportion de cellules CD24- retrouve sa valeur initiale 
5 à 9 semaines après irradiation, c’est-à-dire lorsque les cellules recommencent à proliférer 
normalement. Nous avons donc utilisé le marqueur CD24 pour identifier les cellules radio-
résistantes, capables de générer une descendance à long terme après irradiation. 
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Afin d’étudier les propriétés des cellules CD24-, nous avons dans un premier temps irradié des 
cellules CD24- et CD24+ triées à partir des lignées T-47D et BT-20. Nous avons montré que 
seules les cellules CD24- sont capables de générer une descendance après irradiation, tandis 
que les cellules CD24+ meurent dans un contexte de catastrophe mitotique sans générer de 
descendance (figures 3 a et b). Nous avons de plus confirmé que la descendance des cellules 
CD24- irradiées se compose de cellules CD24- et CD24+ en proportions identiques à celles 
observées dans la population initiale (figure 3 c). Ces résultats indiquent que seules les 
cellules CD24- survivent à une irradiation de 10 Gy, et que leur différenciation en cellules 
CD24+ reconstitue l’hétérogénéité initiale. 
Finalement, nous avons voulu savoir si les cellules CD24- résistantes à l’irradiation 
transmettent une instabilité génétique à leur descendance. Pour cela, nous avons dans un 
premier temps étudié l’instabilité génétique des cellules CD24- 3 semaines après irradiation. 
Nous avons montré que la forte instabilité génétique observée dans la population globale à 
cette période n’est pas due aux cellules CD24- survivantes, mais plutôt à l’ensemble des 
cellules parentales CD24+ restant en culture. Nous avons ensuite quantifié l’instabilité 
génétique dans la descendance des cellules CD24- irradiées, et montré que cette instabilité est 
portée uniquement par les cellules descendantes de type CD24+ (figure 4).  
Les cellules CD24-/low sont donc capables de transmettre une « mémoire » de l’irradiation se 
traduisant par une instabilité génétique dans les cellules descendantes non irradiées, 
probablement par des mécanismes de type épigénétique. Par ailleurs, outre ce résultat 
novateur sur un effet non ciblé des radiations ionisantes,  on attribue aussi pour la première 
fois un rôle aux cellules de type souche cancéreuses CD24-/low dans la mesure où elles 
semblent médier la transmission de l’instabilité génétique au cours des générations (figure 5). 
Il apparait donc que les CSCs pourraient jouer un rôle délétère dans le processus de rechute 
après radiothérapie. Considérant leur radiorésistance potentielle, les CSCs irradiées 
survivantes contribueraient à l’acquisition par la tumeur d’un phénotype plus agressif. 
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CD24/low stem-like breast cancer marker deﬁnes the
radiation-resistant cells involved in memorization and
transmission of radiation-induced genomic instability
J Bensimon1, S Altmeyer-Morel1, H Benjelloun2, S Chevillard1 and J Lebeau1
A growing body of evidence attributes properties of chemo- and/or radiation-resistance to cancer stem cells (CSCs). Moreover,
non-targeted delayed effects such as genomic instability, transmitted through many generations, can be observed in the
progeny of surviving irradiated cells. As a consequence, we propose that radiation-resistance properties associated to CSCs
could confer a key role to this subpopulation in the transmission of genomic instability. To test this hypothesis, we searched
the CSC markers associated to radiation-resistance in breast cancer cell lines and studied the role of the resistant cells in the
transmission of genomic instability. First, we show that irradiation induces a 2--4 weeks period of intense cell death leading to
the emergence of chromosomal unstable cells during more than 35 population doublings. Then, among seven breast CSC
markers, we identify CD24/low labelling as a marker of radiation-resistance. We demonstrate that CD24þ progeny of irradiated
cells exclusively descends from CD24/low cells. Finally, we show that delayed chromosomal instability is only expressed by
CD24þ cells, but is transmitted by stable surviving CD24/low cells. So, for the ﬁrst time a CSC marker, CD24, is associated with
the transmission of genomic instability. This work may assign a new deleterious role to breast CSCs in aggressive recurrence
after radiotherapy, as the transmitted genomic instability potentially leads tumour cells to acquire more aggressive
characteristics.
Oncogene (2013) 32, 251--258; doi:10.1038/onc.2012.31; published online 13 February 2012
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INTRODUCTION
Over the last two decades, experimental data indicate that the
biological effects of ionizing radiation (IR) are not restricted to
directly irradiated cells (targeted effects), but are also observed in
non-irradiated cells and/or in the progeny of irradiated cells (non-
targeted effects). These effects include bystander effects and
genomic instability. Genomic instability is characterized by
delayed effects such as delayed reproductive death, chromosomal
instability and mutagenesis.1 - 3 IR can lead to the appearance of
chromosomal aberrations arising de novo in the cell progeny
several generations after irradiation. Delayed genomic instability
has been observed in many types of mammalian cells, particularly
in mammary epithelial cells.4,5 However, the mechanisms under-
lying the initiation / manifestation of radiation-induced chromo-
somal instability are far from understood. To explain the
perpetuation of this phenomenon, the presence of a mechanism
by which exposed cells transmit the memory of irradiation
through their progeny has been postulated.6 This attractive idea
strongly suggests the existence of epigenetic mechanisms driving
the radiation-induced instability, memorized and transmitted by
non-directly irradiated surviving cells.
This hypothesis, never supported by any evidence, assigns a
crucial role to the potentially radioresistant subpopulation
surviving the initial radiation exposure, in terms of generation of
the progeny of irradiated cells and in transmission of radiation
memory. Such characteristics have been associated with a limited
subpopulation of tumour cells called tumour-initiating cells or
cancer stem cells (CSCs).7 CSCs display stem-like characteristics
and were initially deﬁned as cells endowed with long-term self-
renewal and a differentiation capacity. In solid tumours, CSCs are
thought to represent a small proportion of the tumour cells, able
to form colonies in an in vitro clonogenic assay and to form
tumours in an in vivo assay.8 In breast cancer, CSCs were ﬁrst
described as a population bearing the ESAþ /CD44þ /CD24
phenotype, with a 50-fold higher ability to form tumours in
immunodeﬁcient mice and capable of differentiation into distinct
cellular subtypes.9 In breast cancer cell lines, CD44þ /CD24 cells
were also described as a subpopulation bearing an invasive
capacity and a genetic signature underlying an aggressive
phenotype.10,11 Breast CSCs have been characterized by many
markers in the literature, CD44þ /CD24/low being the more widely
used marker, but others have also been associated with CSC
characteristics: presence of a side population (SP) (Hoechst 33342
exclusion), aldehyde dehydrogenase activity, and other prospec-
tive markers as CD133þ , ESAþ , PROCRþ and CXCR4þ .12 As the
subpopulations detected by these markers only partially overlap,
controversy about the speciﬁcity of these markers remains.
However, it has been proposed that several stem/progenitor
cell-like populations can coexist in breast tumours and/or that
cells characterized by an association between these different
markers would present enhanced invasion properties.12,13 In vitro
and in vivo, CSCs are capable of asymmetric division, that is, few
daughter cells maintaining the CSC pool and the others
differentiating into tumour cells.12,14 Recent experimental data
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support the concept that CSCs are more radioresistant and
chemoresistant than their non-stem counterparts.15 - 17 In breast
tumour cells, radioresistance of CSCs has been related to lower
radical oxygen species levels and enhanced radical oxygen species
defences,18,19 as well as low proteasome activity.20
Taken together, these data strongly suggest that CSCs could
have an important role in radiation-induced genomic instability.
We have previously shown that g-irradiation of breast cancer cell
lines led to delayed cell death in a context of great genomic
instability.21 Therefore, if CSCs are radioresistant, they could be
potentially involved in the transmission of the memory of
radiation-induced chromosomal instability. To test this hypothesis,
we have studied delayed chromosomal instability and the
expression of CSC markers in the progeny of irradiated cancer
cells. We show that chromosomal instability can be observed for
more than 35 doubling populations after radiation exposure and
that progeny of irradiated cells arises exclusively from CD24/low
cells. Delayed chromosomal instability is only observed in CD24þ
cells, but is transmitted by stable CD24/low cells. Overall these
results deﬁne the CD24/low cells as potential mediators of the
memory of radiation-induced chromosomal instability.
RESULTS
IR induces long-term genomic instability in breast cancer cell lines
To investigate the ability of high-dose irradiation to produce
delayed genomic aberrations in breast cancer cell lines, T-47D cells
were 10Gy-irradiated and studied for 10 weeks. As described
previously,21 an early mitotic blockade was followed 5 days after
radiation exposure by a mitotic catastrophe associated with
apoptosis, resulting in the death of more than 95% of irradiated
cells during the ﬁrst 2 weeks after irradiation. Few cell clones
appeared in the culture 3 to 4 weeks after irradiation (plating
efﬁciency between 2 104 and 4 104)21 with a growth rate
similar to non-irradiated cells. Analyses of surviving cells showed a
large increase in chromosomal breaks and an increased propor-
tion of polyploid cells (Figures 1a and b) 3 to 4 weeks after
irradiation. Then, the number of chromosomal breaks decreased
but remained signiﬁcantly high 9 weeks after irradiation
(Figure 1a), whereas the proportion of polyploid cells remained
high 7 weeks after irradiation (Figure 1b).
The same results were observed when another breast cancer
cell line, BT-20, was 10Gy-irradiated. After a wave of cell death
after 3--4 weeks followed by an almost fully clonogenic survival
inhibition (plating efﬁciency B103), a large increase in chromo-
somal breaks and the polyploid cell population was observed,
both remaining signiﬁcantly higher than in non-irradiated cells
more than 9 weeks after irradiation, corresponding to more than
35 population doublings (Figures 1c and d).
Taken together, these results indicate that long-term persistent
genomic instability is observed in breast cancer cell lines after a
10-Gy irradiation and that this instability can be transmitted
through many cell generations.
IR selectively enriches the CD24/low subpopulation in breast
cancer cell lines
To characterize the cell subpopulation that survives after
irradiation, expression of seven breast CSC markers was monitored
by ﬂow cytometry analysis on four breast cancer cell lines
(Table 1). Aldehyde dehydrogenase activity, SP cells and ﬁve cell
surface markers: CD133þ , PROCRþ , ESAþ , CD44þ and CD24/low
showed heterogeneous expression in the cell lines (Table 2).
To identify if these markers could be associated with radio-
resistance, the cell lines were 10Gy-irradiated and expression of
the markers was studied 2 to 4 weeks after irradiation on the
surviving cells. No signiﬁcant variation of expression was observed
between non-irradiated control cells and irradiated cells for
aldehyde dehydrogenase activity, CD133, PROCR, ESA and CD44
(Supplementary Figure S1). After irradiation, a strong increase in
SP cells proportion was observed for T-47D and MDA-MB-157, but
not for BT-20 and MDA-MB-231 cell lines (Figure 2a and
Supplementary Figure S1). Therefore, SP did not seem to be a
general marker of surviving breast cancer cells. Interestingly,
irradiation induced a decrease in the CD24þ /CD24/low ratio in T-
47D, BT-20 and MDA-MB-157 cells, but not in MDA-MB-231 cells,
which did not express CD24 before or after irradiation (Figure 2b
and Supplementary Figure S1). This variation was observed 2 to 4
weeks after irradiation and was proportional to the CD24/low
population before irradiation. Moreover, it was a transitory
phenomenon as the CD24þ cell population progressively
increased in a cell line-dependent fashion and reached its initial
level 5 to 9 weeks after irradiation.
Altogether, these results indicate that CD24 expression and the
SP phenotype displayed different expression levels after a 10-Gy
irradiation, as compared with control cells. Although this increase
in SP after irradiation is not a general property of the studied cell
lines, the CD24þ cell population decrease after irradiation was
seen in the three cell lines expressing the CD24 marker. Thus, we
used this marker to characterize radiation-resistant cells and their
role in the transmission of chromosomal instability through the
progeny of irradiated cells.
Progeny of irradiated cells exclusively arises from CD24/low breast
cancer cells
To understand why CD24/low cells are transiently selected
and/or induced by 10-Gy irradiation, we analysed the relationship
between CD24 expression and intrinsic radiosensitivity. CD24/low
and CD24þ cells from BT-20 and T-47D cell lines were sorted and
100 000 cells of each subpopulation were then plated and
immediately irradiated. Cells were counted every week for 6
weeks. For both cell lines, CD24 as well as CD24þ cells died after
exposure over a period of 3 weeks (Figure 3a). After this period,
while irradiated CD24þ cells mainly appeared as giant cells, did
not grow and progressively disappeared, a few phenotypically
normal clones with a proliferation rate similar to that of control
cells emerged in CD24/low irradiated cells (Figure 3b).
As decreased CD24 expression after irradiation is a transitory
phenomenon, surviving CD24/low cells were sorted 3 weeks after
irradiation, and 3 to 7 days after sorting CD24 labelling was
performed. In the two cell lines, the sorted CD24/low subpopula-
tion could give rise to CD24þ cells (Figure 3c), indicating that
CD24/low cells are able to resume the initial CD24/CD24þ ratio.
Taken together, these results indicate that progeny of irradiated
cells exclusively descends from CD24/low cells. Furthermore, the
capacity of CD24/low cells to differentiate into CD24þ cells leads
to the reconstitution of the initial CD24/CD24þ ratio in the
progeny. Finally, the enrichment in CD24/low cells after irradiation
might be due to selection of CD24/low cells rather than to a
CD24þ to CD24/low cell transition.
Genomic instability is transmitted by CD24/low cells but is
observed in the CD24þ progeny
As observed above, long-term chromosomal instability occurs in
the progeny of irradiated breast cancer cells, and this progeny
arises from CD24/low cells. To determine any correlation between
CD24 expression and chromosomal instability in irradiated cells,
CD24/low cells from T-47D and BT-20 were sorted 3 weeks after
irradiation (W3-CD24/low) and chromosomal rearrangements
were compared with those in the whole-cell population (W3-
total) (Figures 4a and b). Irradiated T-47D cells displayed a lower
level of chromosomal breaks in W3-CD24/low cells than in W3-
total cells (28 vs 403 breaks/100 metaphases, P¼ 0.001) and the
W3-CD24/low instability was not statistically different from that in
the non-irradiated control cells (28 vs 15 breaks/100 metaphases,
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P¼ 0.13). Similarly, for irradiated BT-20 cells the rate of
chromosomal breaks was signiﬁcantly lower in W3-CD24/low
cells than in W3-total cells (96 vs 198 breaks/100 metaphases,
P¼ 0.002). However, in this case, chromosomal instability was
signiﬁcantly higher in W3-CD24/low cells than in non-irradiated
control cells (96 vs 32 breaks/100 metaphases, P¼ 0.003).
Thus, 3 weeks after irradiation, chromosomal instability was
essentially found in CD24þ cells, the rate of chromosomal breaks
in CD24/low cells being higher but close to the rate observed in
non-irradiated cells.
To evaluate genomic instability in the progeny of irradiated
CD24 cells, we performed a second cell sorting from
W3-CD24/low cells, 9 weeks after irradiation (W9-CD24/low and
W9-CD24þ ). For both cell lines, we observed that chromosomal
instability was signiﬁcantly lower in W9-CD24/low than in W9-
CD24þ cells (T47D: 26 vs 71 breaks/100 metaphases, P¼ 0.02 and
BT20: 44 vs 102 breaks/100 metaphases, P¼ 0.001). Chromosomal
instability was not signiﬁcantly different between W9-CD24/low
cells and non-irradiated control cells, but was signiﬁcantly higher
in W9-CD24þ cells than in control cells (T-47D: 71 vs 15 breaks/
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Figure 1. High-dose g-irradiation induces long-term chromosomal instability in breast cancer cell lines. (a, c) Total numbers of chromosomal
breaks for 100 metaphases at various times after 10Gy irradiation of T-47D cells (a) and of BT-20 cells (c). In these studies, numbers of breaks
presented correspond to the sum of breaks obtained from two to three independent experiments. (b, d) Percentage of polyploid T-47D and
BT-20 cells at various times after 10Gy irradiation. Results correspond to the mean±s.d. of two independent experiments. (For all figures,
*0 Gy vs 10Gy, Po0.05).
Table 1. Biological characteristics of the breast cancer cell lines
T-47D BT-20 MDA-MB-157 MDA-MB-231
ER +   
PR +   
HER2    
Histological type Infiltrating ductal carcinoma Infiltrating ductal carcinoma Metaplastic carcinoma Adenocarcinoma
Tumourigenicity Non- or weakly tumourigenic Moderate Tumourigenic Tumourigenic metastatic
Subtype Luminal epithelial Basal A epithelial Basal B mesenchymal Basal B mesenchymal
Abbreviations: ER, estradiol receptor; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; PR, progesterone receptor.
Table 2. Markers expression in human breast cancer cell lines
ALDH CD133 PROCR ESA CD44 CD24 SP
T-47D + 0 ++ +++ + +++ 
BT-20 ++ 0 ++ +++ +++ +++ +
MDA-MB-157 + 0 ++ ++ +++ ++ 
MDA-MB-231 + 0 ++ +++ +++  
Abbreviations: ALDH, aldehyde dehydrogenase; SP, side population.
0: 0%, : 0.05 - 0.5%, +: 0.5 - 10%, ++: 10 - 90%, +++: 90 - 100%.
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100 metaphases, Po0.0001 and BT-20: 102 vs 32 breaks/100
metaphases, P¼ 0.001). So, long-term chromosomal instability
is essentially observed in CD24þ cells arising from irradiated
CD24/low cells.
To conﬁrm that long-term genomic instability is only the
consequence of initial irradiation, we performed the same kind of
study in non-irradiated cells. First, chromosomal breaks numbers
in parental CD24/low and CD24þ cells displayed no statistical
differences (Figures 4c and d: 0 Gy). Then, sorted CD24 cells were
long term cultivated and chromosomal breaks were scored again
in CD24/low and CD24þ progeny. We observed the restoration of
a strongly predominant CD24þ population (Supplementary Figure
S2). Furthermore, the level of chromosomal breaks in CD24/low
and CD24þ cells remained low and statically identical to the level
observed in parental subpopulation (Figure 4c and d: 0 Gy
progeny). Finally, only W9-CD24þ cells express a strong genomic
instability, when compared with W9-CD24 cells, to non-irradiated
parental cells and to non-irradiated CD24 progeny (Figures 4c
and d: W9).
As a second marker of genomic instability, we analysed the
proportion of polyploid cells according to CD24 expression in the
BT20 cell line (Figure 4e). In non-irradiated cells, the polyploid cell
population was signiﬁcantly higher in CD24/low cells than in
CD24þ cells (Po0.05), and 2 to 3 weeks after irradiation the
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Figure 2. Expression of CSC markers after 10Gy irradiation of breast cancer cell lines. (a) SP in non-irradiated and 10Gy-irradiated cell lines.
The SP was assessed before irradiation and 2--4 weeks after 10Gy irradiation (T-47D: 3 weeks, BT-20: 2 weeks, MDA-MB-157: 2 weeks, MDA-
MB-231: 1 week). The SP significantly increased with irradiation in T-47D and MDA-MB-157 (*0Gy vs 10Gy, Po0.05). (b) CD24 expression in
non-irradiated and 10Gy-irradiated cell lines. CD24/low and CD24þ populations were assessed 2--4 weeks after irradiation and long term
after irradiation. CD24 and CD24low populations increased in T-47D, BT-20 and MDA-MB-157 2--4 weeks after irradiation and returned to their
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polyploid cell population increased strongly in CD24þ cells,
but only moderately in CD24/low cells. When CD24/low cells
were sorted 3 weeks after irradiation, polyploidy increased quickly
in CD24þ progeny while it remained very low in CD24/low
progeny. Polyploidy remained signiﬁcantly higher in CD24þ than
in CD24/low cells during the 13 weeks after irradiation. For T-47D,
even if the increase in polyploidy disappeared progressively and
was no longer signiﬁcant after 8 weeks, the polyploid cell
population always remained higher in CD24þ than in CD24/low
cells (Supplementary Figure S3). As MDA-MB-231 cells are
exclusively CD24, we analysed the rate of chromosomal breaks
in non-irradiated cells at time zero and again 6 weeks after
irradiation (Supplementary Figure S4). We did not observe
statistical differences before and after irradiation, indicating an
absence of delayed chromosomal instability in the absence of
CD24þ cells.
Altogether, these results indicate that long-term chromosomal
instability is mainly driven by CD24þ cells. Cell sorting experi-
ments show that the instability is observed in CD24þ cells, but is
transmitted through stable CD24/low cells previously irradiated.
As the progeny of irradiated cells exclusively arises from CD24/low
cells, this subpopulation could be deﬁned as the mediator of the
memory of radiation-induced chromosomal instability.
DISCUSSION
The data presented in this paper provide evidence that IR can
induce chromosomal instability observed many generations after
irradiation of breast cancer cell lines. This delayed instability arises
after a long period of mitotic blockade followed by mitotic
catastrophe associated essentially with apoptosis.21 Several
reports have indicated that breast cancer cells are generally
deﬁned as relatively refractory to early cell death in response to IR
and chemotherapeutic agents, and are characterized by pro-
longed G2 arrest followed by a huge loss of self-renewal
capacity.22 Nevertheless, prolonged growth arrest could allow
the development of radioresistant populations capable of resum-
ing proliferation and potentially associated with increased
chromosomal instability.23,24
In our model, the very high level of chromosomal aberrations
observed during the ﬁrst 2 --4 weeks after irradiation corresponds
to the wave of intense cell death. Three weeks after irradiation, the
cell population is composed by parental irradiated cells and few
clones starting to emerge. Therefore, the observed chromosomal
instability is essentially the consequence of DNA breaks directly
induced by IR in parental cells (Figures 1a and c). However, after
this period, the level of instability decreases but remains
signiﬁcantly higher than the basal level and is observed in
surviving cells emerging from the few clones displaying a normal
proliferation rate. So, delayed instability takes place in the progeny
of radioresistant-irradiated cells.
In our experiments, in order to characterize the surviving
radioresistant cells, we tested seven markers potentially associated
with the breast cancer stem-like phenotype. Our results clearly
show a weak or null expression of only the CD24 marker in the
population surviving after the period of mitotic catastrophe
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(Supplementary Figure S1), indicating that the other markers fail
to characterize the radioresistant population. As the different
markers described in the literature are not sufﬁcient to identify a
single population, the existence of different lineages of breast
CSCs potentially leading to different types of breast cancer and
also coexisting within the same tumour can be suggested.12
Interestingly, except for CD133 (negative labelling for all cell lines),
every marker displayed staining that was heterogeneous between
cell lines but also within each cell line (Table 2).
Breast CSC characteristics generally associate CD24 and CD44 as
CD44þ /CD24/low cells have higher tumourigenic potential in
immunodeﬁcient mice and express epithelial-mesenchymal tran-
sition markers.9,25,26 In our model, the CD24/low percentage is
associated with histological subtype and parallels the classiﬁcation
T-47D oBT-20 oMDA-MB-157 oMDA-MB-231 as a function of
tumourigenicity in athymic mice (Table 1 and Figure 2b).
Furthermore, it is broadly admitted that the CD44þ /CD24/low
phenotype ﬁts with CSC radioresistance,18,19 however, we failed to
observe any increase in CD44þ expression in association with the
CD24/low enrichment after irradiation. In our model, the radio-
resistant subpopulation was restricted to CD24/low cells, the
expression of CD44 probably being associated with other proper-
ties of breast CSCs.
CSC radioresistance has been observed in different cell types.27
Even though the speciﬁc mechanisms are not yet fully elucidated,
the notch signalling pathway, which is known to be involved
breast CSC maintenance, is activated after irradiation of breast
CD24/low cells19 and could be associated with the increased
number of CSCs. In parallel, enhanced DNA repair, low constitutive
and radiation-inducible radical oxygen species levels have been
described in CSCs as well.17,28 Regarding our data, these
mechanisms could be implicated in the lowest level of chromo-
somal breaks observed in CD24/low cells. Radiation-induced cell
death is related to unrepairable DNA lesions, as double-strand
breaks. So, greater accumulation of lethal lesions in CD24þ
compared with CD24/low cells could contribute to the selection of
CD24/low cells.
Surprisingly, clinical studies seem to be contradictory regarding
involvement of the CD24 phenotype in carcinogenesis. CD44þ /
CD24/low cells have been associated with distant metastases or
unfavourable prognosis or both,29,30 but, in contrast, higher CD24
expression was also shown to be an indicator of malignant
transformation and tumoural progression.31- 33 Several explanations
have been proposed to solve this apparent paradox11 and our
results may in part highlight and account for these contradictory
results. Indeed, we observe that CD24/low cells memorize and
transmit radiation-induced chromosomal instability, which is
expressed only when cells bear the CD24 marker. So, although the
CD24/low phenotype is necessary to ensure an inﬁnite potential life
span, on the other hand CD24 expression in a context of strong
genomic instability could allow the acquisition of properties that
have the potential to contribute to tumour growth and metastasis.
From a mechanistic point of view, direct alterations of DNA
sequences cannot account for the initiation and perpetuation of
radiation-induced genomic instability and recently Aypar et al.34
suggested the involvement of epigenetic mechanisms. It is
notable that irradiated cells acquire epigenetic changes char-
acterized by alterations of global DNA methylation and epigenetic
aberrations that may arise in irradiated cells without initiating
chromosomal instability.34,35 This last observation is in good
agreement with our results showing that CD24/low cells may
potentially transmit the memory of radiation-induced instability to
their progeny without expressing this instability. We postulate
that, in our model, all cells in the progeny of irradiated cells may
contain the epigenetic information driving the memorization of
instability, the expression of this instability being effective only in
cells bearing the cell surface marker CD24. In line with this
hypothesis, epigenetic changes of DNA repair genes have been
shown to have a crucial role in tumour progression36 and speciﬁc
DNA methylation patterns of CSCs have been suggested and
demonstrated.37,38 So, analysis of the DNA methylation proﬁle in
CD24/low and CD24þ cells before and after irradiation could help
to characterize the mechanisms underlying long-term transmis-
sion and expression of radiation-induced chromosomal instability.
In conclusion, our results clearly show the involvement of
CD24/low cells in the transmission of chromosomal instability
induced by IR in breast cancer cell lines. These results can be
resumed in a model presented in Figure 5. To our knowledge, this
is the ﬁrst model attributing a role to breast CSCs in mediating the
memory of radiation-induced chromosomal instability. Moreover,
these data are valuable for the further characterization of
epigenetic alterations induced by IR in breast CSCs. Our ﬁndings
are consistent with the putative resistant phenotype traditionally
associated with stem-like CD44þ /CD24/low cells. Moreover, our
results highlight the deleterious role of CSCs in aggressive tumour
recurrence after radiotherapy, as we can assign an additional role
to the classic properties of these cells (self-renewal, tumourigeni-
city) in the transmission of genomic instability, potentially leading
tumour cells to acquire more aggressive characteristics.
MATERIAL AND METHODS
Cell culture
T-47D, BT-20, MDA-MB-157 and MDA-MB-231 cell lines were obtained from
the American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Cell lines differ
by their biological properties, and their characteristics are summarized in
Table 1. All cell lines were grown in adherent conditions, maintained in
Dulbecco’s modiﬁed Eagle medium 4.5 g/l glucose, 0.11 g/l sodium
pyruvate, glutamate (GlutaMAX 1) and pyridoxine, supplemented with
5% (T-47D, MDA-MB-231) or 10% (BT-20, MDA-MB-157) foetal calf serum,
penicillin, streptomycin and amphotericin B (antibiotic - antimycotic mix)
(all from Life Technologies, Cergy-Pontoise, France). All cell cultures were
done in 5% CO2 and 95% humidity. Cell proliferation and survival analyses
were performed in two or more independent experiments, by scoring at
least 300 cells each time. Discrimination between viable and dead cells was
performed by trypan blue exclusion.
Chemical, reagents and antibodies
All biochemicals were from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) unless
otherwise speciﬁed. Antibodies to CD24 (clone ML5), CD44 (clone C26) and
CD201 (PROCR) (clone RCR-252) and isotypic controls were from BD
Biosciences (San Jose, CA, USA). Antibodies and isotypic controls to CD133
(clone EMK08) and EpCAM (ESA) (clone 1B7) were from eBioscience (San
Diego, CA, USA). Aldehyde dehydrogenase staining was performed using
the ALDEFLUOR kit from StemCell Technologies (Grenoble, France). SP
analysis was performed using Hoechst33342 (Sigma) and inhibitor KO143
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
Irradiation
Cells were plated at least 24 h before irradiation. On day 0, cells were g-
irradiated using a 137Cs irradiation unit at a dose rate of B2Gy/min, and
Genomic instability
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4 weeks 4-13 weeks CD24-
CD24+
CD24-
CD24+CD24+
CD24-
Figure 5. Proposed role of CD24 in memorization and transmission
of radiation-induced genomic instability.
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then incubated with fresh medium. In every experiment, studied cells were
10Gy-irradiated and control cells were submitted to sham irradiation.
Cell staining
For CSC marker analysis, cells were labelled with the following antibodies:
CD24-PE, CD44-FITC, CD201-PE (PROCR) from BD Bioscience (San Jose, CA,
USA) and CD133-PE and EpCAM-Alexa Fluor 647 (ESA) from eBioscience,
and counterstained with propidium iodide. Isotypic controls were used to
calibrate each experiment. The CD24 subpopulation was deﬁned using
the isotypic control, and the CD24low subpopulation was deﬁned as the
lowest 10% (T-47D) or 20% (BT-20) of CD24-positive cells in non-
irradiated control cells. For polyploid cell analysis, CD24stained cells were
permeabilized with Cytoﬁx-Cytoperm kit from BD Bioscience, according to
the manufacturer’s recommendation, and DNA was counterstained with
DAPI. For SP analysis, cells were stained as described by Rossi et al.39
Brieﬂy, cells were stained with Hoechst33342 5 mg/ml for 90min at 37 1C.
As CSCs are potentially capable of drugs efﬂux, SP was deﬁned as the cell
population-containing no or low levels of Hoechst33342, and gated
compared with KO143 inhibited sample.
Flow cytometry
Cells were analysed on a SORP LSR-II analyzer and sorted on a BD Inﬂux
sorter (BD Biosciences), both in the same conﬁguration (488 nm, 561 nm,
405 nm, 355 nm and 635 nm). For cell sorting, CD24/low and CD24þ
subpopulations were deﬁned as the lowest and highest 15% of PE
ﬂuorescence intensity. Three weeks after irradiation, CD24/low cells and
the total population (W3-CD24/low and W3-total, respectively) were
sorted, as well as subpopulations resulting from W3-CD24low (second
sorting) 9 weeks after irradiation (W9-CD24/low and W9-CD24þ ,
respectively) Data were analysed with FlowJo v7.6.1 (Tree Star, Ashland
OR, USA) or BD FACSDiva v6.1.2 software (BD Bioscience).
Cytogenetic analysis
Metaphase preparations were performed after colcemide (0.06 mg/ml. for
1.5 h) and hypotonic (0.075M KCl for 25min) treatment, followed by
gradual ﬁxations in methanol - acetic acid (3/1). Metaphase spreads were
hybridized with a telomeric cyanine 3-conjugated PNA probe (DAKO,
Trappes, France) followed by hybridization with a FITC-Pan centromeric
DNA probe (CAMBIO, Cambridge, UK). The chromosome preparations were
counterstained with DAPI and observed under a ﬂuorescence microscope
(NIKON FXA, Kingston, UK). Image acquisition was controlled through
QUIPS CGH Analysis software (VYSIS, Rungis, France). For the breaks count,
the following chromosome aberrations were scored: dicentrics (dic),
centric and acentric rings (r) and chromosome breaks (csb). Dic and r
were assumed to result from two breaks and csb from one break.
Statistical analysis
All statistical tests were performed using Statview software (SAS Institute
Inc, Cary, NC, USA). The unpaired two-tailed Student’s t-test was used and a
P-value of p0.05 was considered to indicate statistically signiﬁcant
differences.
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Legends for supplementary figures 
 
Supplementary Figure S1. FACS analysis of different markers, before and after irradiation, in 
the four cell lines studied. 
 
Supplementary Figure S2. CD24 labelling of T-47D and BT-20 in non-irradiated cells (O Gy) 
and in CD24-/low progeny, 3 weeks after sorting (0 Gy progeny). 
 
Supplementary Figure S3. Percentage of polyploid T-47D cells in relationship to CD24 
expression after 10 Gy irradiation. (* Analysis vs. CD24+ 0Gy, p<0.05) 
 
Supplementary Figure S4. Total numbers of chromosomal breaks for 100 metaphases before 
and 6 weeks after 10 Gy irradiation of MDA-MB-231 cells.  
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Article II 
 
L’extinction du marqueur de cellules souches cancéreuses mammaires CD24 
induit la radiorésistance grâce au contrôle des espèces réactives de l’oxygène 
 
Forced extinction of CD24 stem-like breast cancer marker alone promotes 
radiation resistance through the control of oxidative stress 
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Présentation de l’article II 
 
Dans cette partie il sera fait référence aux figures et tableaux de l’article II 
Nous avons montré précédemment que le marqueur CD24 permet d’identifier les cellules 
cancéreuses mammaires humaines résistantes à l’irradiation. Ainsi, seules les cellules CD24- 
survivent à une irradiation γ de 10 Gy et transmettent à leur descendance une instabilité 
génétique persistante, exprimée uniquement par les cellules de phénotype CD24+. La présence 
de la protéine CD24 à la surface des cellules semble donc jouer un rôle dans la réponse 
cellulaire à l’irradiation. Bien que de nombreux travaux utilisent CD24 comme marqueur de 
CSC mammaires, peu d’études ont cherché à caractériser le rôle joué par la protéine CD24 
dans ces cellules. Ces rares travaux, présentés dans l’introduction bibliographique, sont de 
plus contradictoires les uns avec les autres. Enfin, aucune étude n’a cherché à mettre en 
évidence une action directe de cette protéine dans la réponse à l’irradiation. 
Afin d’étudier le rôle de CD24 dans les cellules mammaires humaines, nous avons modulé 
l’expression de cette protéine dans des lignées cancéreuses mammaires humaines. Nous avons 
surexprimé CD24 dans une lignée de type basal-like/basal B, mésenchymateuse, fortement 
tumorigénique et essentiellement CD24- (MDA-MB-436). Parallèlement à cela, nous avons 
sous-exprimé CD24 à l’aide de siRNA dans une lignée luminale, épithéliale, peu 
tumorigénique, essentiellement CD24+ (MCF-7). Ces deux lignées sont donc opposées en 
termes de types histologiques et de « malignité » au sens large. Nous avons validé ce modèle 
cellulaire en contrôlant la stabilité des transfections au cours du temps par qRT-PCR (figure 1 
A) et par cytométrie en flux (figure 1 B).  
Nous avons montré dans un premier temps que la modulation de  la protéine CD24 joue un 
rôle dans l’établissement d’une partie des propriétés habituellement associées aux CSC 
mammaires, mais n’induit pas artificiellement tous les phénotypes associés à ces cellules. En 
effet, nous n’avons pas observé d’influence de CD24 sur l’expression d’autres marqueurs de 
CSC décrits dans la littérature : CD44, ALDH1, SP. Toutefois, il semble que CD24 soit 
associé au marqueur PROCR (CD201), peu étudié dans la littérature mais potentiellement lié 
à un phénotype CSC (figure additionnelle 1). De plus, la surexpression et l’extinction de 
CD24 n’ont pas d’influence sur la formation de mammospheres et sur la capacité de ces 
cellules à former des tumeurs chez la souris Nude (tableau additionnel 1), deux propriétés 
essentielles des CSC. En revanche, les cellules négatives pour CD24 (CD24-/low) prolifèrent 
plus lentement in vitro que les cellules qui expriment CD24 (CD24+) (figure 1C). Lorsque ces 
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cellules sont injectées à des souris Nude, on observe que la croissance tumorale est plus 
rapide pour les tumeurs provenant de cellules CD24+ (figure 1 D).  
Ensuite, nous avons mis en évidence une influence de CD24 sur le stress oxydatif et 
l’instabilité génétique des cellules cancéreuses mammaires. Ainsi, les cellules CD24-/low 
présentent un niveau de ROS (Reactive Oxygen Species) plus faible que les cellules CD24+ 
(figure 2 A). Le stress oxydatif étant une cause majeure d’instabilité génétique, nous avons 
ensuite montré que les cellules CD24+ présentent plus de cassures chromosomiques 
spontanées que les cellules CD24-/low (figure 2B). CD24 agirait donc sur le niveau de ROS, et 
donc sur l’instabilité génétique.  
L’ensemble des phénotypes contrôlés par CD24 étant classiquement associés à la 
radiorésistance des cellules, nous avons étudié le rôle de la protéine CD24 dans la réponse à 
l’irradiation. Des tests de clonogénicité réalisés sur les lignées transfectées ont montré que les 
cellules CD24-/low génèrent plus de clones après irradiation que les cellules CD24+ (figure 3 
A). Il apparait que ces différences de clonogénicité peuvent être reliées à une baisse de la 
mortalité radio-induite dans les cellules CD24-/low (figure 3 B) ainsi qu’à une baisse du 
blocage en phase G2/M radio-induit (figure 3 C). Ces différents résultats indiquent que CD24 
joue un rôle dans la radiorésistance des cellules mammaires humaines, et dans la capacité de 
ces cellules à générer une descendance après irradiation. 
Nous avons recherché les voies modulées par CD24, pouvant être à l’origine de la résistance à 
l’irradiation des cellules CD24-/low. Dans la littérature, différents mécanismes de 
radiorésistance des CSC ont été proposés parmi lesquels (1) une activation des points de 
contrôle du cycle cellulaire via les voies ATM / ATR et (2) un niveau élevé de défenses anti-
oxydantes permettant une élimination des ROS plus efficace. Dans un premier temps, nous 
avons montré que l’expression et l’activité des kinases ATM / ATR /Chk1 / Chk2 ne sont pas 
altérées dans les cellules transfectées. Comme les cellules CD24-/low présentent un taux basal 
de ROS plus faible et sont plus résistantes à l’irradiation que les cellules CD24+, nous avons 
émis l’hypothèse que CD24 régule le niveau de ROS après irradiation. 
Nous avons quantifié les taux de ROS intracellulaires après irradiation dans les lignées 
transfectées, et montré que les cellules CD24+ présentent globalement plus de ROS 
radioinduits que les cellules CD24-/low, concomitants avec une mort cellulaire massive. Nous 
avons ensuite exploré les voies potentiellement impliquées, en analysant l’expression de 84 
gènes de réponse au stress oxydant avant et après irradiation, et montré qu’un petit nombre de 
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gènes sont dérégulés dans les cellules CD24-/low. Ces dérégulations vont globalement dans le 
sens d’une protection accrue des cellules CD24-/low contre le stress oxydant.  
Ces résultats montrent pour la première fois que CD24 n’est pas uniquement un marqueur, 
mais bien un acteur de la réponse à l’irradiation. Ainsi, CD24 contrôle la prolifération 
cellulaire in vitro et in vivo, ainsi que les niveaux de ROS avant et après irradiation. 
L’ensemble de ces phénotypes aboutit à une sensibilité réduite des cellules CD24-/low à 
l’irradiation γ, ainsi qu’à une baisse de l’instabilité génétique. Ces résultats présentent un 
intérêt dans l’interprétation des travaux cliniques contradictoires utilisant le marquage CD24, 
ainsi que dans l’évaluation de la radiorésistance intrinsèque des tumeurs mammaires.   
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Abstract 
Along with CD44, CD24 is a key marker of breast cancer stem cells (CSCs). Among all 
phenotypes classically attributed to breast CSCs, radiation resistance has been extensively 
described and seen as being implicated in radiotherapy failure. Our previous data indicated 
that CD24- cells constitute a radiation-resistant subpopulation transitory selected by high 
doses of ionizing radiation. However, little is known about the biological role of CD24 in 
breast cancers, and no function has been assigned to CD24 in radiation response. Here, CD24 
expression was induced in CD24- cells or knocked-down in CD24+ cells. We show that forced 
extinction of CD24 expression is associated with decreased proliferation rate, lower levels of 
reactive oxygen species (ROS) and decreased genomic instability. On the opposite when 
CD24 is artificially expressed in CD24- cells, proliferation rates in vitro and in vivo, ROS 
levels and genomic instability are enhanced. Moreover, we observe that loss of CD24 
expression leads to radiation resistance, by preventing radiation-induced cell death and 
promoting generation of progeny in relation to lower G2/M blockade and a smaller proportion 
of polyploid cells. Finally, control of ROS levels appears to be the key event in the CD24-
mediated radiation response. So, a functional role is attributed to CD24 in the radiation 
response, through the control of oxidative stress. For the first time, CD24 is proposed as a 
direct actor in radiation response of breast CSCs, independently of CD44 expression. These 
findings could have interesting applications in evaluating the intrinsic radiation response of 
primary tumors. 
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Introduction 
 
A growing body of evidence indicates that solid tumors, including breast cancers, display 
hierarchical organization where only a small cell subpopulation possesses the ability to 
regrow a tumor. These cells are commonly named tumor-initiating cells (TICs) or cancer stem 
cells (CSCs). Breast CSCs have been associated with relative resistance to radiation and to 
chemotherapy, are responsible for the failure of conventional treatments and have been 
clinically associated with tumor recurrence and metastasis (1-4). 
Many markers are used in the literature to characterize breast CSCs: presence of a side 
population, aldehyde dehydrogenase activity, markers as CD133+, ESA+, PROCR+, CXCR4+, 
and CD44+ / CD24-/low double labeling which is the most extensively used (5), usually in 
association with ESA. The CD44+ / CD24-/low phenotype is strongly associated with long term 
self-renewal (6, 7), high tumorigenic potential after transplantation in immunodeficient mice 
(6) and development of non-adherent highly tumorigenic mammospheres in a low attachment 
in vitro culture system (7). These cells also express markers of the epithelial to mesenchymal 
transition (EMT), which conversely generates CD44+ / CD24-/low CSCs (8, 9), thereby linking 
the CSC phenotype to the metastatic process. Finally, the CSC concept has been strongly 
correlated with conventional therapy failure, CSCs being inherently resistant to radiation and 
chemotherapeutic agents (10-12). In these studies, the radiation resistance of CD44+ / CD24-
/low
 cells was associated with better DNA repair efficacy (13) and / or with lower ROS levels 
and enhanced ROS defenses (14). 
Whereas the CD44+ / CD24-/low phenotype is commonly acknowledged to define breast CSCs, 
the intrinsic biological functions of CD44 and CD24 proteins and their role in the stemness 
phenotype and breast carcinogenesis remain poorly documented. CD44 expression is 
 117 
 
associated with the undifferentiated phenotype, migration properties and invasion of CSCs in 
various solid tumors, including breast cancer (15, 16).  
CD24 is a surface glycoprotein mainly expressed by B lymphocytes. CD24 is also highly 
expressed in a variety of solid tumors, has mucin-like characteristics and is thought to 
function as an adhesion molecule. The role of CD24 in solid tumors is ambiguous as it is 
correlated positively with tumorigenicity in pancreatic cancer but negatively in breast cancers 
(17). Clinical studies associating CD24 expression and breast tumor progression are 
conflicting. In a few studies, the CD24+ marker alone or CD44- / CD24-+ double labeling is 
associated with a poor prognosis, in obvious opposition to the CSC theory (18-20). By 
contrast, CD44+ / CD24-/low cells are also associated with unfavorable prognosis in terms of 
global survival and distant metastases (1, 2, 21). Finally, no clear relationship with clinical 
resistance to chemotherapy or radiation has been described in breast cancer. 
To investigate the functional role of CD24, its expression has been modified in few reports, in 
human and murine mammary cancer cells. The results are contradictory, since CD24 
positively or negatively modulates cellular phenotypes as proliferation, adhesion, motility, 
and metastatic potential, depending on the cellular model used (22-25). 
The aim of our work was to study the role of CD24 in the radiation response of mammary 
cancer cells. We showed previously that high-dose irradiation of breast cancer cells leads to 
an early mitotic blockade, followed by delayed mitotic catastrophe associated with massive 
apoptotic cell death (26). We observed that the CD24-/low phenotype was associated with 
radiation resistance, CD24-/low cells being transitorily selected by high doses of ionizing 
radiation independently of CD44 expression (27). In the present work, to understand the 
functional role of CD24, we over-expressed CD24 in CD24- breast cancer cells, and down-
regulated CD24 expression in CD24+ breast cancer cells. We show that CD24 alone is 
associated with enhanced proliferation capacity in vitro and in vivo, ROS level and genomic 
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instability. After irradiation, loss of CD24 expression protects against cell death, most likely 
through decreased radiation-induced ROS levels, which implies that ROS defenses are 
activated. Finally, our findings clearly demonstrate that CD24 specifically controls radiation 
response, independently of other properties of breast CSCs as mammospheres forming 
capacities and tumorigenic potential. 
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Results  
 
Loss of CD24 expression is associated with a reduced proliferation rate both in vitro and 
in vivo 
To investigate the biological function of CD24 protein in breast cancer cells we transfected a 
CD24-negative basal B cell line (MDA-MB-436) with a p-EBV plasmid expressing CD24 
mRNA: MDA-MB-436-CD24high. We also transfected a CD24-positive luminal cell line 
(MCF-7) with two p-EBV plasmids expressing two different CD24 siRNAs, leading to two 
different levels of CD24 extinction in MCF-7 cells: MCF-7-CD24low and MCF-7-CD24neg. As 
controls, the two parental cell lines were transfected with empty p-EBV vector (MDA-MB-
436-Mock and MCF-7-Mock). CD24 mRNA was upregulated 140 times (p < 0.001) in MDA-
MB-436-CD24high cells compared with MDA-MB-436-Mock cells. CD24 mRNA was down-
regulated 4 times (p < 0.001) in MCF-7-CD24low cells and 10 times (p < 0.001) in MCF-7-
CD24neg cells compared with MCF-7-Mock cells (Figure 1A). Up- and down-regulation of 
CD24 surface protein expression was confirmed by flow cytometry analysis, and was checked 
every week (Figure 1B).  
To characterize transfected cells, we first analyzed if CD24-forced protein expression and 
CD24 knockdown affect the expression of other proposed breast CSC markers. Transfected 
cell lines were analyzed by flow cytometry for CD44, CD133, ESA, PROCR protein 
expression, ALDH1 activity and the presence of a side population (Hoechst 33342 exclusion). 
Whatever the CSC marker, we observed no difference in expression when comparing CD24+ 
and CD24-/low cells in both transfected MDA-MB-436 and MCF-7 (data not shown), except 
for PROCR which is respectively down- and up-regulated in CD24+ and CD24-/low cells, 
suggesting a possible link between these two markers (supplementary Figure S1).  
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We next examined the influence of CD24 expression on cellular phenotypes classically 
associated with CD44+/CD24-/low breast CSCs: mammosphere formation, tumor initiation and 
lower proliferation rate. We did not see any difference in mammosphere formation between 
transfected MCF-7 cells or MDA-MB-436 cells (data not shown). Tumor initiation was tested 
on Nu/Nu nude mice by injecting 5.104, 2.5.105 and 2.106 MDA-MB-436 cells (MCF-7 cells 
are not tumorigenic and therefore were not injected). Again we did not observe any difference 
when comparing MDA-MB-436-Mock cells and MDA-MB-436-CD24high cells 
(supplementary Table 1).  
Regarding cell proliferation, in vitro data showed that CD24 forced expression in transfected 
MDA-MB-436 cells resulted in increased cell proliferation, while CD24 knockdown caused 
decreased proliferation rate in transfected MCF-7 cells (Figure 1C). These results indicate that 
loss of CD24 expression is correlated with reduced proliferation rate in vitro. We also 
explored the influence of CD24 expression on growth of in vivo tumors: 2.5.105 MDA-MB-
436-Mock cells and MDA-MB-436-CD24high cells were subcutaneously injected in Nu/Nu 
nude mice, and tumors were measured every week, starting from week 3 (W3), each 
subsequent measurement being normalized by the W3 tumor volume, to evaluate volume 
increase over time. As seen in Figure 1D, 7 and 9 weeks after injection (W7, W9), volume 
increase was statistically higher in MDA-MB-436-CD24high than in MDA-MB-436-Mock, 
indicating that, as in vitro, CD24 expression in vivo is associated with faster proliferation rate. 
Stability of CD24 expression was checked by RT-PCR after autopsy (supplementary Figure 
S2). Taken together, these data indicate that the absence of CD24 expression alone does not 
restore CSC properties as mammosphere formation and tumor initiation, and has no influence 
on the expression of other CSC markers. However, artificial loss of CD24 expression can be 
sufficient to restore in vitro as well as in vivo slow proliferation properties of natural breast 
CSCs. 
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Reduced CD24 expression decreases oxidative stress and genomic instability 
Because previous reports indicated that breast CSCs display enhanced ROS detoxification 
(12, 14), we investigated whether CD24 protein controlled ROS level in our cell lines. Using 
DCF-DA staining, we observed that constitutive ROS level was significantly higher in MDA-
MB-436-CD24high cells than in MDA-MB-436-Mock cells, and significantly lower in MCF-7-
CD24low and MCF-7-CD24neg cells than in MCF-7-Mock cells (Figure 2A). These results 
indicate that loss of CD24 expression is correlated with decreased ROS level in breast cancer 
cells. 
Because sustained oxidative stress induces genomic instability, we tested whether CD24 
expression would have an impact on chromosomal breaks. Cytogenetic analysis of transfected 
cell lines indicated that the rate of chromosomal breaks was increased 2.9-fold in MDA-MB-
436high cells compared with MDA-MB-436-Mock cells (p < 0.01). The rate of chromosomal 
breaks was slightly but not significantly lower in MCF-7-CD24low cells than in MCF-7-Mock 
cells, and was almost nil in MCF-7-CD24neg cells (Figure 2B). Therefore, in our model, 
CD24+ cells display higher genomic instability than CD24- cells.  
Altogether, these data indicate that low CD24 expression alone leads to reduced oxidative 
stress, associated with increased genomic stability. This is consistent with our previous results 
(27) demonstrating that sorted CD24- breast cancer cells show fewer spontaneous 
chromosomal breaks than CD24+ cells. 
 
CD24 controls breast cancer radiation response  
As previously reported, irradiation of breast cancers induces delayed cell death leading to 
transitory selection of CD24-/low cells. Hence, we set out to demonstrate that CD24 protein is 
directly implicated in phenotypes relevant to the radiation response. First, to investigate the 
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involvement of CD24 expression in clonogenic survival after irradiation, clonogenic assays 
were performed on both transfected cell lines (Figure 3A). Surviving fractions at 4 Gy and 6 
Gy were significantly lower in MDA-MB-436-CD24high cells than in MDA-MB-436-Mock 
cells. Surviving fractions at 4 Gy and 6 Gy in MCF-7-CD24neg cells and at 6 Gy in MCF-7-
CD24low were significantly higher than in MCF-7-Mock cells. Interestingly, surviving 
fractions at 4 Gy and 6 Gy were also significantly higher in MCF-7-CD24neg cells than in 
MCF-7-CD24low cells. These results indicate that CD24-/low cells generate a larger progeny 
than CD24+ cells after irradiation, and that the size of this progeny depends on CD24 
expression level. To evaluate the mortality rate after irradiation, transfected cells were plated 
and irradiated and living and dead cells were counted over 10 days (Figure 3B). Mortality rate 
was significantly higher in MDA-MB-436-CD24high cells than in MDA-MB-436-Mock cells, 
and was significantly reduced in MCF-7-CD24low cells and MCF-7-CD24neg cells compared 
with MCF-7-Mock cells. These data indicate that CD24-/low cells have an enhanced ability to 
survive after irradiation.  
We analyzed the cell cycle of transfected cell lines 3 or 5 days after irradiation (MDA-MB-
436 and MCF-7, respectively), as cells were already engaged in mitotic catastrophe, but 
before massive cell death (Figure 3C). Three days after irradiation MDA-MB-436-CD24high 
cells showed a strongly enhanced G2/M fraction and increased proportion of polyploid cells, 
compared with MDA-MB-436-Mock cells. In contrast, in transfected MCF-7 cells a strong 
decrease in G2/M fraction and in the proportion of polyploid cells was observed in CD24neg 
cells, whereas CD24low cells displayed a slight, non-significant, decrease.  
These results provide evidence that CD24 protein alone controls the radiation response. As for 
sorted CD24- breast cancer cells (27), transfected CD24-/low cells displayed a lower radiation-
induced G2/M blockade and a subsequently lower proportion of polyploid cells. As a 
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consequence, a lower cell death rate and higher cloning efficiency was observed for CD24-/low 
cells after irradiation. 
 
CD24 loss decreases radiation-induced ROS levels 
As we demonstrated that CD24 controls radiation-induced cell death, we examined the 
pathways potentially involved in CD24-mediated radiation response. Proposed mechanisms 
for CSC radiation resistance include: (1) enhanced DNA damage checkpoint response through 
activation of the ATM / ATR pathways, leading to increased DNA repair capacity, and (2) 
higher ROS scavengers leading to lower ROS levels.  
Western blot experiments showed no differences in expression and phosphorylation for ATM, 
ATR, Chk1 and Chk2 in the two transfected cell lines, suggesting that CD24-mediated 
radiation response does not involve modulation of the ATM / ATR DNA damage checkpoint 
in our model (data not shown). 
Then, to study whether levels of radiation-induced ROS are controlled by CD24, transfected 
cells were DCF-DA labeled after 10 Gy irradiation. ROS level was evaluated at the beginning 
of delayed massive cell death, so at days 2 and 5 after irradiation for transfected MDA-MB-
436 and days 6 and 8 for MCF-7. MDA-MB-436-CD24high cells displayed higher ROS levels 
after irradiation than MDA-MB-436-Mock cells. Moreover, MCF-7-CD24low cells and MCF-
7-CD24neg cells displayed lower ROS levels after irradiation than MCF-7-Mock cells (Figure 
4A). These data indicate that CD24 down-regulation leads to decreased radiation-induced 
oxidative stress concomitant with radiation resistance in mammary cancer cells. 
We next studied whether ROS modulation by CD24 could be related to differential regulation 
of oxidative stress-related genes. We examined the expression of 84 oxidative stress-related 
genes, using the Human Oxidative Stress and Antioxidant Defense RT2 Profiler PCR array. 
Experiments were performed on MDA-MB-436-Mock cells and MDA-MB-436-CD24high 
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cells. The cells were either not irradiated (T0), or 10 Gy irradiated and gene expression was 
measured 1 h (T1) or 24 h (T24) after irradiation. At times T0, T1 and T24, gene expression 
was compared between MDA-MB-436-Mock cells and MDA-MB-436-CD24high cells. Only 
genes statistically deregulated (p < 0.05) at T0, T1 and T24 are presented in Figure 4B.   
Only MT3 (metallothionein 3) gene expression was down-regulated in MDA-MB-436-
CD24high cells compared with MDA-MB-436-Mock cells before and after irradiation. APOE 
(apolipoprotein E) and PRDX3 (peroxiredoxin 3) were down-regulated in MDA-MB-436-
CD24high cells compared with MDA-MB-436-Mock cells at T1 as well as T24. PRDX4 
(peroxiredoxin 4), BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3), and NME5 
(non-metastatic cells 5, protein expressed in) were down-regulated, and GPX1 (glutathione 
peroxidase 1) was up-regulated in MDA-MB-436-CD24high cells compared with MDA-MB-
436-Mock cells at T24 only. Overall, the genes related to oxidative stress balance are 
modulated by irradiation toward a depletion of ROS scavengers in CD24+ cells.  
Taken together, these data show that CD24 alone is able to modulate ROS levels. As 
sustained low ROS level contributes to tumor radiation resistance, ROS control appears to be 
a causal key event in CD24-mediated radiation response and cell death. 
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Discussion 
 
Since the CD24-/CD44+ marker was suggested to identify breast CSCs (6), this phenotype has 
turned into a cornerstone of breast CSC studies. However, little is known about the role of 
CD24 in breast cancers: it remains a simple marker without an assigned function. To 
understand CD24’s functional significance in breast cancer, we stably modulated its 
expression in two well-defined breast cancer cell lines. MCF-7 is a luminal, epithelial, weakly 
tumorigenic cell line whereas MDA-MB-436 is a basal B, mesenchymal, strongly tumorigenic 
cell line. These cell lines display different positions in tumor progression, indicating strong 
differences in genetic background, and end up in different positions in the EMT. Transition 
toward a mesenchymal phenotype was linked to an increased proportion of CSCs (8, 9). The 
MCF-7 cell line displays 0.5% CD24-/CD44+ cells whereas MDA-MB-436 exhibits more than 
95% CD24-/CD44+ cells. In this study, CD24 expression was stably induced in MDA-MB-
436 cells, and silenced in MCF-7 cells. We analyzed phenotypes associated with natural 
breast CSCs. In both cell systems we observed that, independently of genetic background, 
loss of CD24 expression was associated with a reduced proliferation potential in vitro and 
tumor growth in vivo, lower ROS level and decreased genomic instability.   
It is generally admitted that CSCs are maintained in a relatively quiescent state, in opposition 
to fast-cycling progenitor cells. Interestingly, low proliferation rate was shown to be a 
common characteristic of both normal (28, 29) and cancer stem cells (30-32) in several 
tissues. Moreover, this quiescent state is correlated with low protein turnover and reduced 
metabolism, as demonstrated by experiments using a low proteasome activity to isolate breast 
CSCs (33). In agreement with a low metabolic activity and quiescent state, normal and cancer 
stem cells were shown to exhibit reduced ROS levels in several tissues, mostly through 
enhancement of ROS-controlling pathways (12, 14, 34, 35). Finally, low ROS levels 
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contribute to decreased chromosomal instability, which is consistent with our previously 
published data demonstrating increased chromosomal breaks and an increased proportion of 
polyploid cells in sorted CD24+ cells, in comparison to stem-like CD24- breast cancer cells 
(27). So, in our model, since proliferation and ROS levels are impacted when CD24 is 
artificially modified, this indicates that loss of CD24 directly drives the relative quiescent 
state observed in CSCs. In contrast, CD24 expression alone drives the cells toward a faster-
cycling progenitor phenotype with elevated ROS level, subsequently inducing genomic 
instability.   
Interestingly, the phenotypes controlled by CD24 are all linked to radiation resistance, as fast-
cycling cells, expressing high ROS levels and genomic instability, are prone to enhanced 
radiation-induced cell death. Moreover, we demonstrated previously that sorted CD24-/low 
cells survive high-dose irradiation and are able to divide and generate progeny several weeks 
after irradiation (27). Here we show that CD24 knockdown is sufficient to induce radiation 
resistance, in terms of cell death and generation of progeny. This enhanced radiation 
resistance is linked to lower ROS levels after irradiation in CD24- cells. Conversely, forced 
expression of CD24 induces loss of clonogenic capacity and enhances ROS levels after 
irradiation. Therefore, our study is the first to provide evidence for the direct involvement of 
CD24 protein alone in the radiation response, and oxidative stress control appears to be a key 
element in this response. However, activation of the ATM / ATR pathways, leading to 
increased DNA repair capacity, was proposed as another mechanism implicated in breast CSC 
radiation resistance (10, 13). In our model, these pathways do not seem to be regulated 
directly by CD24.  
In an attempt to explore the molecular mechanisms of CD24-modulated ROS defenses, we 
examined the expression of oxidative stress-related genes in transfected MDA-MB-436 cells. 
Several genes were found to be affected by forced expression of CD24. MT3 was the only 
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gene down-regulated in CD24+ cells, before and after irradiation. Interestingly, MT3 over-
expression was correlated with a poor prognosis in breast cancer (36), was shown to play a 
role in oxidative stress regulation (37) and to inhibit proliferation of breast cancer cell lines 
(38). So, MT3 regulation by CD24 suggests a potential role of this gene in proliferation 
properties, as well as in the low ROS levels of CD24- cells. All genes differentially regulated 
after irradiation, except for GPX1, were overexpressed in CD24- cells, strongly suggesting 
that global ROS scavengers are reduced in CD24+ cells. It is noteworthy that PRDX3 and 
PRDX4 are peroxiredoxins, members of a major family of well-characterized antioxidant 
enzymes involved in the chemotherapy resistance and radiation resistance of various cancers 
(39-41). It has been proposed that PRDX4 is a marker of poor prognosis in triple-negative 
breast cancers (42).   
Ours is the first analysis of the effects of CD24 modulation on cellular radiation response and 
clearly shows that the loss of CD24 is implicated in the radiation resistance of breast cancer. 
However, we did not observe any impact of CD24 modulation on other CSC phenotypes, like 
mammosphere formation and tumor initiation. As indicated above, the role of CD24 in breast 
cancers is poorly documented, and few authors have modulated CD24 expression in breast 
cancer cell lines. In these studies, ROS levels were never measured, and data concerning 
proliferation capacities, invasion and motility are mostly conflicting (22-25). This 
inconsistency can be explained by the use of different cellular models that differ in genetic 
background and/or expression of other breast CSC markers. Moreover, cancer stemness 
phenotypes cannot be restricted to CD24 expression, and could be related to other markers, 
such as CD44. Interestingly, CD44 has been associated with metastatic progression, invasion 
and motility in late stage breast cancers, but further investigation is needed to shed light on its 
precise role (43, 44). Hence, while our model does not mimic all breast CSC characteristics, it 
does allow precise analysis of the role of CD24 independently of CD44 in breast cancers. 
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Finally, clinical studies that have evaluated the prognostic value of CD24 have given 
conflicting results, as CD24 expression has been associated with both good (18, 19) and poor 
(21) prognosis in breast cancers. Although CD24 expression modulates radiation sensitivity 
and proliferation rate, we did not observe any involvement of CD24 in tumorigenic potential 
in nude mice. So, the CD24- phenotype may be little involved in tumor development and 
metastasis.  
In conclusion, our results clearly demonstrate a direct relationship between CD24 expression 
and cellular radiation response. To our knowledge, this is the first study attributing a 
functional role to CD24 in radiation response through control of proliferation rate and ROS 
levels. These data are valuable in helping to understand why CD24- cells are genetically more 
stable than CD24+ cells and are therefore selected by irradiation. CD24’s lack of involvement 
in tumorigenicity-related phenotypes might explain inconsistencies observed in clinical 
studies. Our findings could have interesting applications in the evaluation of the intrinsic 
radiation response of primary tumors. Therefore, CD24 labeling could help to design better 
therapeutic protocols. 
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Material and Methods 
 
Cell culture 
MCF-7 and MDA-MB-436 cell lines were from the American Type Culture Collection 
(Rockville, MD). The cell lines were grown in adherent conditions, maintained in Dulbecco’s 
modified Eagle medium 4.5 g/L glucose, 0.11 g/L sodium pyruvate, glutamate (GlutaMAX 
1TM) and pyridoxine, supplemented with 5% fetal calf serum, penicillin, streptomycin and 
amphotericin B (antibiotic-antimycotic mix) (all from Life Technologies, Cergy-Pontoise, 
France). Medium for transfected cell lines was supplemented with 0.4 µg/mL puromycin 
during the transfectant selection phase, and 0.2 µg/mL in routine cell culture. For 
mammosphere formation, cells were seeded at a concentration of 103 cells/mL or 104 cells/mL 
in serum-free culture medium, supplemented with 1/50 B27, 20 ng/mL EGF, 0.4% bovine 
serum albumin and 4 µg/mL insulin.  
All cells were cultured in an atmosphere of 5% CO2 and 95% humidity. Cell proliferation and 
survival analyses were performed in three independent experiments, by scoring at least 300 
cells each time. The trypan blue exclusion test was used to discriminate between viable and 
dead cells.  
 
Chemical, reagents and antibodies 
All biochemicals were from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) unless otherwise 
specified. Reagents for breast cancer stem cell markers are listed in reference (27). Western 
blot antibodies against ATM, ATR, Chk1, Chk2, and phosphorylated forms were from Cell 
Signaling (Beverly, MA). 
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Plasmids and transfection 
To stably knock down the expression of CD24 in MCF-7 cells, short hairpin (shRNA)-
expressing vectors (puromycin-resistant pEBV-siRNA) were used. SiRNA design and cloning 
in pEBVsiRNA vectors and establishment of stable knockdown and control clones and 
populations were carried out as previously described (45). To design shRNA sequences we 
adopted the DSIR program developed by Vandenbrouck et al. (46). Control cells carried a 
plasmid expressing an ineﬃcient shRNA sequence.  
To induce CD24 expression, open reading frame (ORF) of human CD24 was amplified from 
an I.M.A.G.E. clone (ID_5591617, Thermo Scientist) with the following primers: 5’-
ATGGGCAGAGCAATGGTGGCCAGGCTC-3’ and 5’-
TTAAGAGTAGAGATGCAGAAGAGAGAG-3’ and introduced into a puromycin-resistant 
pEBV plasmid downstream of a CAG promoter. 
Cells were plated 24 h before transfection with Fugene HD (Promega, Madison WI) 
according to the manufacturer’s recommendations. After 24-h incubation, cells were 
trypsinized and seeded in culture medium supplemented with puromycin. Experiments were 
performed either on the whole transfected population or on selected clones. 
 
Irradiation  
For all experiments except clonogenic assays, cells were plated at least 24 h prior to 
irradiation. On day 0, cells were γ-irradiated using a 137Cs irradiation unit at a dose rate of ~2 
Gy/min, and then incubated with fresh medium. In every experiment, studied cells were 10 
Gy-irradiated and control cells were submitted to sham irradiation. For clonogenic assays 
cells were trypsinized and immediately irradiated in suspension for the time required to 
generate a dose curve of 0, 2, 4, and 6 Gy. 
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Clonogenic assays 
Colony-forming assays were performed immediately after irradiation by plating cells into 6-
well plates, in triplicate. After 14 days (MDA-MB-436) or 21 days (MCF-7), cells were fixed 
for 30 minutes in 4% paraformaldehyde, washed and stained overnight in methylene 
blue/30% methanol. Colonies containing more than 50 cells (MDA-MB-436) or 10 cells 
(MFC-7) were counted. The surviving fraction at each radiation dose was normalized to that 
of the non-irradiated sample, and points were fitted using an exponential tendency curve. At 
least three independent experiments were performed. 
 
Cell staining 
Cancer stem cell marker labeling and analysis were performed as described in Bensimon et al 
(27). For cell cycle analysis, cells were fixed in 70% ethanol overnight, washed in PBS and 
stained in PBS + 0.025 mg/mL propidium iodide + 0.05 mg/mL RNAse A, for 30 minutes at 
37°C. For ROS analysis, after soft trypsinization cells were loaded with 2 µM DCF-DA 
(Invitrogen) and incubated for 30 minutes at 37°C. Labeled cells were washed, refrigerated on 
ice and immediately analyzed by flow cytometry. 
 
Flow cytometry 
Cells were analyzed on a SORP LSR-II analyzer (Configuration: 488 nm, 561 nm, 405 nm, 
355 nm and 635 nm) for cancer stem cell markers, or on a BD FACSCalibur (Configuration: 
488 nm and 635 nm) (BD Biosciences, San Jose CA).  Data were analyzed with FlowJo 
v7.6.1 (Tree Star) or BD FACSDiva v6.1.2 software. 
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Cytogenetic analysis 
Metaphase preparations were performed after colcemid (0.06 µg/mL for 1.5 h) and hypotonic 
(0.075 M KCl for 25 min) treatment, followed by gradual fixations in methanol–acetic acid 
(3/1). Metaphase spreads were hybridized with a telomeric cyanine 3-conjugated PNA probe 
(DAKO) followed by hybridization with a FITC-Pan centromeric DNA probe (CAMBIO). 
The chromosome preparations were counterstained with DAPI and observed under a 
fluorescence microscope (NIKON FXA). Image acquisition was controlled through QUIPS 
CGH Analysis software (VYSIS). The following chromosome aberrations were scored: 
dicentrics (dic), centric and acentric rings (r) and chromosome breaks (csb). Dic and r were 
assumed to result from two breaks and csb from one break. 
 
RNA extraction and quantitative real-time PCR 
Total RNA was extracted from frozen cell pellets with a phenol/chloroform/isopropanol 
protocol, using RNA Instapure reagent (Eurogentec, France). cDNA synthesis was performed 
with the SuperScript VILO® cDNA Synthesis Kit (Life Technologies, Cergy-Pontoise, 
France) according to the manufacturer’s recommendations. RT-PCR was performed with an 
ABI Prism 7300 detection apparatus (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) using the 
Taqman Universal Master Mix according to the manufacturer’s recommendations. The Ct 
value was determined with the Sequence Detection System software. The primers were from 
Applied Biosystems: Hs02379687_s1 (CD24), Hs99999905_m1 (GAPDH) and 
Hs99999902_m1 (RPLPO). Levels of gene expression were determined using GENORM 
software and normalized using GAPDH and RPLPO. 
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Oxidative stress and antioxidant defense PCR microarray 
First strand cDNA synthesis and RT-PCR were performed with the RT2 First Strand Kit and 
RT2 Profiler PCR Array (96-well format) “Human Oxidative Stress and Antioxidant Defense” 
(SA Bioscience Courtaboeuf, France). Assays were performed according to the 
manufacturer’s recommendations.  
 
In vivo experiments 
In vivo experiments were performed on 6-week-old athymic nude female mice 
(Crl:NU(NCR)-Foxn1nu, Charles River). For each tumor xenograft, cells were mixed in 1:1 
PBS/Matrigel in a final volume of 50-100 µL (BD Bioscience, San Jose CA, USA) and 
subcutaneously injected. Each group contained 10 mice. Tumor growth was followed by 
measuring length and width with a digital caliper. Tumor volume was calculated as follows: 
volume = length * width * mean (length;width)* π/6.  
 
Statistical analysis 
All statistical tests were performed using Statview software. The unpaired two-tailed 
Student’s t-test was used and a p-value of ≤ 0.05 was considered to indicate statistically 
significant differences. For PCR microarray analysis, the EMts_2PCA strategy (47) followed 
by a quadratic distance simple Eisen was used to identify and visualize a gene signature 
discriminating the samples. 
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Titles and Legends to Figures 
 
Figure 1: Modulation of CD24 expression in mammary cell lines: effects on in vitro and in 
vivo cell growth. Evaluation of transfection efficiency by (A) qRT-PCR (CD24high/low/neg vs. 
corresponding Mock, ** p < 0,01) and (B) flow cytometry (    isotypic control) (C) 
Proliferation of transfected MDA-MB-436 and MCF-7 cell lines (D) Relative volume increase 
of MDA-MB-436 tumors in Nu/Nu nude mice, during 9 weeks after injection (CD24high vs. 
corresponding Mock, *  p < 0,05, ** p < 0,01) (10 mice/group) 
 
Figure 2: CD24 expression induces oxidative stress and genomic instability. (A) DCF-DA 
fluorescence in transfected cell lines (      negative control), representative of ten independent 
experiments (B) Total numbers of chromosomal breaks for 100 metaphases in transfected cell 
lines (CD24high/neg vs. corresponding Mock, * p < 0,05) 
 
Figure 3: CD24 controls breast cancer radiation response (A) Clonogenic assays after 2, 4 
and 6 Gy irradiation of transfected MDA-MB-436 and MCF-7 cells (CD24high/low vs. 
corresponding Mock, * p < 0,05) (B) Time course of cell death of irradiated transfected 
MDA-MB-436 cells (8 Gy) and MCF-7 cells (10 Gy) (C)  Cell cycle analysis of transfected 
MDA-MB-436 and MCF-7, not irradiated and 3 days (MDA-MB-436) or 5 days (MCF-7) 
after 10 Gy irradiation 
 
Figure 4: CD24 loss decreases radiation-induced ROS levels (A) DCF-DA fluorescence in 10 
Gy irradiated transfected cell lines (       negative control), representative of five independent 
experiments. D: days after irradiation (B) Differentially regulated oxidative stress-related 
genes in transfected MDA-MB-436, without irradiation, and 1 or 24 hours after 10 Gy 
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irradiation. Independent experiments were performed three times on MDA-MB-436-Mock 
cells and two times on MDA-MB-436-CD24high cells.   
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Supplementary figures and tables 
 
 
 
 
Supplementary table 1: Tumors formation ability of transfected MDA-MB-436 cells. Cells 
were subcutaneously injected in Nu/Nu nude mice at 5.104, 2,5.105 and 2.106 cells per 
injection. Tumor formation was assessed 6 weeks after injection   
 
 
 
 
Supplementary Figure S1: Flow cytometry analysis of PROCR (CD201) expression in 
transfected MDA-MB-436 and MCF-7 cells. 
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Supplementary Figure S2: QRT-PCR analysis of CD24 expression in tumors grown with 
either MDA-MB-436-Mock cells or MDA-MB-436-CD24high cells. 
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Conclusion et perspectives 
 
Les résultats présentés dans ce manuscrit posent plusieurs questions, parmi lesquelles 3 nous 
ont semblé particulièrement intéressantes. D’une part, quelle est la pertinence de CD24 
comme marqueur de CSC ? D’autre part, quel est son rôle biologique dans la réponse à 
l’irradiation ? Enfin, quels enjeux cliniques se dégagent de l’étude de ce marqueur de CSC ? 
Ces questions ont débouché sur différents axes de recherche développés au laboratoire, et qui 
seront présentés ici. 
 
CD24, marqueur de cellules souches cancéreuses 
Le modèle de progression tumorale hiérarchique suppose qu’une petite sous-population 
unique de cellules est à l’origine de la masse tumorale, grâce à un potentiel de différenciation 
et d’auto-renouvèlement illimité. Les tentatives d’identification de cette sous-population 
reposent sur différentes propriétés : tumorigénicité in vivo, croissance sans support, divisions 
asymétriques…Les travaux publiés depuis une dizaine d’années sur les CSC de différents 
types tumoraux ont montré d’une part l’impossibilité d’identifier un marqueur unique et 
commun à tous les tissus cancéreux, et d’autre part l’absence de marqueur unique au sein d’un 
même tissu. En ce qui concerne le cancer du sein, de nombreux marqueurs de CSC ont été 
proposés, parmi lesquels les principaux sont CD24, CD44, ALDH, Side Population, ESA, 
PROCR, activité du protéasome faible, CD133… Même si certains de ces marqueurs de CSC 
mammaires sont plus représentés que d’autres dans la littérature, en particulier CD24/CD44 et 
ALDH, il semble aujourd’hui évident qu’un seul de ces phénotypes ne peut pas suffire à 
identifier les CSC telles qu’elles sont décrites dans le modèle de progression tumorale 
hiérarchique. 
Les résultats présentés ici permettent d’associer la protéine CD24 à un ensemble de propriétés 
bien précises : vitesse de prolifération, niveau de ROS et radiorésistance. Il est intéressant de 
noter que si CD24 joue un rôle direct dans la réponse à l’irradiation, en revanche, la 
modification de l’expression de CD24 n’a pas de répercussions sur des phénotypes tels que la 
capacité à former des mammosphères et la tumorigénicité chez la souris athymique. De plus, 
CD24 ne semble pas être lié aux autres marqueurs de CSC. Ainsi des marquages multiples ont 
été réalisés au laboratoire et n’ont montré aucune corrélation particulière entre les différents 
marqueurs utilisés, et la modification de CD24 dans les lignées mammaires n’a pas eu de 
répercussions sur les autres marqueurs de CSC, à l’exception de PROCR. Cette protéine de 
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surface est un marqueur connu de cellules souches embryonnaires, hématopoïétiques et 
neurales (Ivanova et al, 2002). Notons que le rôle de PROCR, proposé comme marqueur de 
CSC du sein dans quelques rares articles (Hwang-Verslues et al, 2009; Shipitsin et al, 2007), 
reste globalement inconnu et nécessiterait d’être approfondi. 
On peut donc envisager que chacune des protéines ou activités proposées comme marqueurs 
de CSC mammaires confère aux cellules un certain nombre de propriétés, indépendamment 
les unes des autres. Ainsi, ALDH1 est une enzyme responsable de la détoxification des 
aldéhydes intracellulaires en acides carboxyliques, et SP signe la présence de pompes 
transmembranaires permettant à aux cellules d’exclure les drogues toxiques. Ces deux 
activités sont donc liées de fait à la chimiorésistance par leur rôle dans la détoxification des 
substances toxiques. De même, notre travail indique que CD24 est une protéine associée à la 
prolifération cellulaire, aux niveaux de ROS intracellulaires et à la réponse à l’irradiation. 
Enfin, comme pour CD24, le rôle direct de CD44 mériterait d’être approfondi. En effet, il a 
été proposé que CD44 permettrait d’identifier des cellules tumorigéniques et métastatiques, 
bien que son implication dans la progression tumorale reste controversée, et dépendrait 
notamment des modifications post-traductionnelles subies par la protéine (Louderbough & 
Schroeder, 2011).  
Il est intéressant de souligner que le double marquage CD24-/CD44+ est fréquemment utilisé 
dans la littérature, et permet d’identifier une sous-population cellulaire possédant un grand 
nombre de propriétés essentielles attendues des CSC mammaires humaines. En particulier, les 
lignées cellulaires que nous avons utilisées dans nos travaux présentent des proportions 
variables de cellules CD24-/CD44+, et ces proportions sont corrélées à la tumorigénicité de la 
lignée chez la souris athymique. Cette corrélation n’est pas observée pour les autres 
marqueurs de CSC. De manière intéressante, alors que nous n’avons pas observé d’influence 
directe de CD24 sur l’expression de CD44, ces deux protéines seraient co-régulées par le 
processus d’EMT (Mani et al, 2008; Morel et al, 2008). Ainsi l’EMT et le maintien de voies 
de signalisations autocrines et paracrines favoriseraient la persistance des cellules dans un état 
mésenchymateux, caractérisé par une forte proportion de cellules CD24-/CD44+. L’inhibition 
de ces voies de signalisation  conduirait au contraire à un retour à l’état épithélial, en théorie 
caractérisé par une proportion prépondérante de cellules CD24+/CD44- non souches (Scheel et 
al, 2011). Enfin, très récemment, Ocana et al. ont proposé que la MET induite par la perte de 
Prrx1 pourrait également être associée à l’acquisition d’un phénotype de type souche 
(Brabletz, 2012; Ocana et al, 2012). Globalement, le lien entre les marqueurs de CSC du sein, 
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notamment entre CD24 et CD44, et le rapport de ces marqueurs avec le processus d’EMT 
reste à déterminer. 
L’ensemble de ces données étayent l’existence d’un modèle de progression tumorale 
hiérarchique souple, dans lequel le phénotype de CSC serait réversible, plus ou moins couplé 
à l’EMT, et soumis aux pressions de l’environnement tumoral. Plusieurs sous-populations de 
CSC pourraient coexister en parallèle dans les cancers du sein, expliquant notamment la 
difficulté à utiliser les marqueurs  de CSC comme marqueurs cliniques fiables. Finalement, 
l’interconnexion entre ces sous-populations reste un domaine à explorer. 
 
CD24 est impliqué dans un phénotype de résistance à l’irradiation 
Comme nous l’avons vu dans un premier temps, le marquage CD24-/low permet d’identifier 
des cellules mammaires radio-résistantes, capables de générer une descendance viable mais 
génétiquement instable après irradiation. Cette propriété étant généralisable à toutes les 
lignées cellulaires testées, il était par la suite cohérent de s’intéresser au rôle de CD24 dans la 
réponse à l’irradiation. Ainsi dans un second temps, la modulation de l’expression de CD24 
dans des lignées CD24+ et CD24- nous a permis de démontrer que CD24 n’est pas uniquement 
un marqueur de la réponse à l’irradiation, mais bien un acteur de cette réponse. L’expression 
forcée  de CD24 est à l’origine d’une prolifération plus rapide, d’une augmentation du stress 
oxydant et de l’instabilité génétique globale. Ces cellules proliférant rapidement sont 
également plus radiosensibles, en termes de mortalité et de capacités clonogéniques. Au 
contraire, l’extinction de la protéine CD24 permet de réduire la prolifération, les cellules 
présentent un stress oxydant moins important et sont plus résistantes à l’irradiation. 
L’observation de ces propriétés en « miroir », dans des lignées situées aux deux extrémités du 
processus d’EMT, est un argument fort qui appuie l’hypothèse d’un rôle réel de CD24 quelles 
que soient les anomalies génétiques associées aux cellules cancéreuses mammaires. 
Nous avons démontré que les cellules CD24- qui survivent à l’irradiation transmettent une 
instabilité génétique persistante à leur descendance, exprimée uniquement par les cellules de 
type CD24+. L’ensemble des résultats obtenus au cours de ma thèse permet d’imaginer un 
scénario cohérent de transmission de l’instabilité génétique. En effet, comme vu dans 
l’introduction bibliographique, de nombreux travaux attribuent l’instabilité génétique 
transgénérationnelle (IGT) à une persistance des ROS en excès dans la descendance des 
cellules irradiées. Cette perpétuation des ROS serait liée à des modifications épigénétiques 
des cellules irradiées. Il a notamment été proposé qu’un disfonctionnement mitochondrial 
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radio-induit, transmis au cours des divisions cellulaires sur de nombreuses générations, 
pourrait être responsable de l’instabilité persistante à long terme (Limoli et al, 2003). Nous 
avons montré que les cellules CD24+ présentent un niveau de ROS radio-induits plus élevés et 
une altération des défenses contre le stress oxydant. On peut donc supposer que l’excès de 
ROS radioinduits lié à un processus de détoxification moins efficace dans ces cellules est à 
l’origine de l’augmentation de leur radio-sensibilité. Au contraire, les cellules CD24- seraient 
sélectionnées par l’irradiation du fait de leur capacité à détoxifier les ROS radioinduits, et 
seraient seules ainsi capables de générer une descendance viable après une période de mort 
cellulaire intense. A plus long terme, une surproduction constitutive de ROS serait alors 
transmise à la descendance des cellules irradiées. Tandis que les cellules CD24- possèdent les 
défenses adéquates pour éliminer ces ROS, les cellules CD24+ présentent une instabilité 
génétique persistante accrue, de par leur incapacité à les supprimer (figure 28). 
 
 
Figure 28 : rôle de CD24 dans la réponse à l'irradiation des cellules de cancer du sein : 
radiorésistance, instabilité génétique radioinduite et implication des ROS 
 
Ce modèle pose deux questions essentielles : (i) quelle est la nature des modifications 
épigénétiques transmises par les cellules CD24- irradiées, à l’origine de l’instabilité 
chromosomique exprimée par la descendance de type CD24+ exclusivement ? (ii) Quels 
mécanismes moléculaires supportent les différences de stress oxydant observées entre les 
cellules CD24- et CD24+ ? Ces questions font actuellement l’objet de recherches plus 
approfondies au laboratoire.  
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(i) Recherche de modifications épigénétiques responsables de la transmission de 
l’instabilité génétique persistante radioinduite 
 
Comme présenté dans l’article I, notre travail suggère fortement l’existence de mécanismes 
épigénétiques dans la transmission de l’instabilité génétique radioinduite. En revanche, ces 
mécanismes demeurent inconnus. Des données de la littérature ont montré des changements 
dans le méthylome global des cellules génétiquement instables après irradiation (Kaup et al, 
2006). De plus, des études ont montré des différences de profils de transcription entre les 
cellules CD24- et CD24+ des cancers du sein (Murohashi et al, 2009; Shipitsin et al, 2007). 
Une hypométhylation des gènes de la voie de signalisation JAK-STAT permettrait de 
différencier les cellules souches cancéreuses de type CD44+/CD24- des cellules CD44-/CD24+ 
(Hernandez-Vargas et al, 2011). Enfin, une étude publiée récemment par Armstrong et al. 
attribue un rôle aux DNA-méthyltransférases dans la radiorésistance des CSC et dans 
l’instabilité génétique radioinduite (Armstrong et al, 2012). Pour préciser les mécanismes 
décrits dans l’article I, nous avons choisi dans un premier temps de rechercher si des 
variations de méthylation de l’ADN et d’expression de gènes pouvaient être responsables de 
la transmission par les cellules CD24-, et de l’expression par les cellules CD24+ de 
l’instabilité génétique radioinduite.  
Afin de tester cette hypothèse, nous avons débuté l’étude des variations des profils de 
méthylation en utilisant la technique combinée d’enrichissement des régions méthylées 
(MeDIP : Methylated DNA Immunoprecipitation) suivie par une analyse sur puces de 
méthylome NimbleGen (Roche). Deux lignées mammaires humaines sont étudiées : T-47D et 
BT-20. L’objectif est de comparer les profils de méthylation des cellules triées CD24-/low et 
CD24+ avant et 3 semaines après irradiation. En parallèle, nous avons également débuté une 
analyse du transcriptome de ces mêmes cellules sur puces Nimblegen. Les résultats sont 
actuellement en cours d’analyse et devraient nous permettre de mettre en regard les profils de 
méthylome et de transcriptome, afin de déterminer si des régions chromosomiques 
particulières peuvent être à l’origine des différences observées entre les cellules CD24- et 
CD24+, et entre les cellules irradiées et non irradiées. D’autres types d’analyses épigénétiques 
pourraient également être réalisées : étude du profil d’acétylation de l’ADN, des histones… 
Notons plus particulièrement que si différentes études ont attribué un rôle central à certains 
miRNA dans le phénotype de CSC et dans la réponse à l’irradiation, en revanche il n’existe 
pas de travaux impliquant les miRNA dans la radiorésistance des CSC mammaires. Il serait 
donc particulièrement pertinent d’étudier les profils de miRNA dans notre modèle. 
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(ii) Implication des gènes de réponse au stress oxydant dans la radiorésistance des 
cellules CD24-  
 
Dans l’article II, nous avons cherché à identifier les voies moléculaires de détoxification des 
ROS contrôlées par CD24. Plusieurs gènes candidats ont été mis en évidence, notamment 
MT3, PRDX3/4, GPX1 et NME5. Deux gènes, fortement dérégulés dans notre modèle, nous 
semblaient pertinents à étudier : NME5 et MT3. En effet, comme indiqué dans l’article II, une 
surexpression de MT3 a été corrélée à un mauvais pronostic dans les cancers du sein (Sens et 
al, 2001). Cette protéine jouerait un rôle dans la régulation du stress oxydant (You et al, 
2002), et inhiberait la croissance de lignées cancéreuses mammaires (Gurel et al, 2003). Ces 
propriétés sont en accord avec un rôle de MT3 dans les propriétés de prolifération et de 
radiorésistance observée. 
La protéine NME5 serait quant à elle impliquée dans la résistance à la Gemcitabine des 
cellules de cancer du pancréas (Li et al, 2012). Nous avons analysé le niveau d’expression du 
gène NME5 avant et après irradiation à partir du modèle cellulaire de l’article II, c’est-à-dire 
pour les lignées MCF-7 et MDA-MB-436 qui surexpriment ou sous-expriment CD24. Les 
résultats préliminaires indiquent que pour les 2 lignées cellulaires, les cellules CD24- 
expriment plus fortement le gène NME5 que les cellules CD24+, et que l’irradiation module 
l’expression de ce gène. Nous avons également cherché à sous-exprimer NME5 à l’aide de 
siRNA dans ce même modèle cellulaire, et nous avons constaté que l’extinction de ce gène est 
extrêmement toxique, en particulier pour les cellules CD24-. Enfin, nous avons constaté que la 
sous-expression de NME5 augmente la mortalité radioinduite des cellules MCF-7 (figure 29).  
 
 
Figure 29 : Effet de la sous-expression de NME5 sur la mortalité radioinduite des 
cellules MCF-7 
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L’ensemble de ces données prometteuses laisse supposer que NME5 jouerait un rôle dans la 
réponse à l’irradiation, en étant régulé par CD24, et que les cellules CD24- dépendraient de 
l’expression de ce gène pour leur survie. Afin de poursuivre ce travail, il faudra confirmer le 
rôle de NME5 dans la réponse à l’irradiation sur plusieurs lignées cellulaires. L’extinction de 
NME5 étant toxique, l’obtention de cellules exprimant faiblement NME5 s’avère assez 
difficile. Il serait alors intéressant d’observer les effets de la surexpression de ce gène. Enfin il 
faudrait rechercher les intermédiaires potentiels entre NME5 et CD24. Pour ces deux gènes 
pris séparément, une interaction directe avec le facteur de transcription NFκB a été décrite (Ju 
et al, 2011; Li et al, 2012). La régulation de NME5 par CD24 au travers du facteur NFκB 
semble donc être une piste intéressante à explorer. 
 
CD24 et enjeux cliniques 
Quels sont les enjeux cliniques des travaux présentés ici ? Comme décrit dans l’introduction 
bibliographique, les études de CD24 comme marqueur prédictif ou pronostique sont 
globalement contradictoires. Les tumeurs du sein se distinguent du tissu sain environnant par 
la surexpression de CD24 (Bircan et al, 2006; Fogel et al, 1999; Kristiansen et al, 2003). 
Notons que l’étude de Fogel et al. a proposé l’utilisation de CD24 comme marqueur de cancer 
du sein plusieurs années avant les travaux de caractérisation des CSC mammaires par le 
marquage CD24-/CD44+ (Al-Hajj et al, 2003). Il ressort des études cliniques l’impossibilité 
d’associer CD24 au pronostique, au risque de rechute et au grade tumoral (Abraham et al, 
2005; Giatromanolaki et al, 2010; Zhou et al, 2010).  
 L’impossibilité d’utiliser CD24 comme marqueur clinique repose peut-être sur les propriétés 
intrinsèques des cellules CD24- et CD24+, démontrées ici. Les cellules CD24+ prolifèrent 
rapidement, comme nous l’avons observé dans les expériences de xénogreffes, et forment 
rapidement de grosses tumeurs, contrairement aux cellules CD24- qui forment des tumeurs 
plus petites. De plus CD24 est surexprimé en général par les tumeurs primaires du sein, mais 
son expression semble décroitre au fur et à mesure de la progression tumorale. La 
surexpression de CD24 est peut-être un avantage sélectif dans les premières étapes de la 
tumorigenèse mammaire, et conduirait à l’émergence rapide de la tumeur primaire. En 
revanche, les cellules CD24- sont plus résistantes à l’irradiation et potentiellement à d’autres 
types de traitements. L’utilisation de CD24 en clinique nécessiterait donc de mieux stratifier 
les groupes de patientes en fonction du grade tumoral et du traitement reçu, et l’ajout à CD24 
d’un marqueur supplémentaire comme CD44 semble incontournable, comme cela a été fait 
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dans certaines études. Il est toutefois intéressant de noter que les études cliniques évaluant la 
valeur pronostique de CD44 soulèvent les mêmes questions. Ainsi, dans les tumeurs de faible 
grade, l’expression de CD44 semble être un marqueur de bon pronostique, tandis que dans les 
grades élevés son expression n’est soit pas corrélée à l’issue clinique, soit un marqueur de 
mauvais pronostique (Louderbough & Schroeder, 2011). Ainsi l’utilisation des marqueurs de 
CSC en clinique se révèle plus compliquée qu’initialement prévue, plus de 10 ans après leur 
identification.  
Des études ont montré que la formation de métastases serait directement liée à la capacité des 
cellules de la tumeur primaire à effectuer une EMT, suivie d’une transition inverse MET 
(Ocana et al, 2012; Tsai et al, 2012). Des travaux préliminaires sur le modèle cellulaire 
présenté dans l’article II ont été réalisés au laboratoire, afin de savoir si la modulation de 
CD24 peut avoir une influence sur la position des cellules dans l’EMT. En effet, des travaux 
ont montré que l’induction de l’EMT est associée à un changement phénotypique des cellules 
CD24low/CD44+ en CD44+/CD24low (Mani et al, 2008; Morel et al, 2008). De plus, la 
proportion naturelle de cellules CD24-/CD44+ dans les lignées mammaires est d’autant plus 
importante que ces lignées présentent un phénotype mésenchymateux et/ou tumorigénique. En 
revanche il n’existe pas d’étude permettant d’attribuer un rôle à CD24 ou CD44 dans le 
processus d’EMT. Nous avons donc quantifié différents marqueurs d’EMT et facteurs de 
transcription dans les lignées MCF-7 et MDA-MB-436, de phénotypes CD24- et CD24+. 
D’une part, nous avons observé grâce à des marquages de cytométrie en flux que la Cadhérine 
N membranaire diminue dans les cellules MDA-MB-436 qui sur-expriment CD24. D’autre 
part, il semble que CD24 joue un rôle dans la modulation de certains facteurs de transcription 
liés à l’EMT. Ainsi, pour la lignée MDA-MB-436, les facteurs Snail2 et Zeb2 sont réprimés 
dans les cellules qui sur-expriment CD24. A l’inverse, pour la lignée MCF-7, le facteur Snail2 
est induit dans les cellules qui présentent une extinction de CD24. Ces résultats préliminaires 
indiquent que l’absence de CD24 pourrait contribuer à l’induction du processus d’EMT, 
probablement par le contrôle des facteurs de transcription.  
Si le phénotype de souche est étroitement lié au processus d’EMT, quel est l’implication de 
ces voies dans la radiorésistance des cellules mammaires ? Cette thématique est actuellement 
développée au laboratoire. En utilisant le modèle cellulaire décrit par Mani et al. (Mani et al, 
2008), on constate que l’activation de la voie du TGF-β induit un phénotype 
mésenchymateux, concomitant avec l’apparition de cellules CD24-/CD44+. Cette induction de 
CSC permet d’étudier les propriétés (radiorésistance et instabilité génétique) des cellules 
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CD24- dans un modèle mammaire différent de ceux utilisés précédemment. Ce modèle est 
pertinent pour étudier le rôle du TGF-β dans la radiorésistance des cellules, comme suggéré 
précédemment (Andarawewa et al, 2007; Bouquet et al, 2011). Enfin, ce modèle permet de 
décomposer les rôles de CD24 et CD44 dans le processus de cancérogenèse mammaire. 
Les tumeurs du sein sont presque toujours traitées par radiothérapie. Cette irradiation quasi-
systématique souligne l’importance de l’étude du rôle de CD24. Les résultats présentés ici 
sont toutefois ambivalents quant aux conséquences de l’expression de CD24 pour les 
traitements. D’une part, une prépondérance de cellules CD24- dans la tumeur rend celle-ci à 
priori plus résistante à l’irradiation, et accroit le risque de rechute. D’autre part, nous avons 
montré que les cellules CD24+ descendantes des cellules CD24- présentent après irradiation 
une instabilité génétique accrue et persistante. Cette instabilité peut conduire ces cellules par 
des mutations successives à acquérir de nouvelles propriétés, et potentiellement à devenir plus 
agressives. Cette mutabilité est d’autant plus préjudiciable si l’on considère que ces cellules 
CD24+ sont également capables de générer des cellules CD24- plus résistantes aux 
traitements, notamment via un processus de type EMT / MET. Il serait donc intéressant 
d’étudier in vivo les conséquences de l’instabilité génétique radio-induite. Notons enfin que le 
modèle cellulaire présenté dans l’article II pourrait apporter des éléments de réponse quant au 
lien entre l’expression de CD24 et le processus métastatique. Si nos travaux ont montré un 
lien entre CD24 et la vitesse de prolifération in vivo, il serait ainsi également intéressant de 
rechercher systématiquement la présence de métastases chez la souris athymique après 
injection de ces cellules. De telles données pourraient aider à mettre en évidence un rôle de 
CD24 comme marqueur pronostic.  
Il n’existe pas actuellement de recherche de corrélation clinique entre l’expression de CD24 
dans les tumeurs mammaires et la réponse à l’irradiation. Finalement, il me semble que le 
marquage CD24 pourrait présenter un intérêt dans la mise en place des protocoles de 
radiothérapie. 
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Annexe I 
 
Accumulation of cyclophilin A isoforms in conditioned medium of irradiated breast 
cancer cells 
Chevalier F., Depagne J., Hem S., Chevillard S., Bensimon J., Bertrand P., Lebeau J. 
2012, Proteomics, Vol. 12, pp. 1756-66 
 
Précédemment au laboratoire, il a été montré que les formes solubles de Fas-L, TRAIL et 
TNF-α sont secrétées par les cellules mammaires après irradiation et contribuent à la mort 
cellulaire radioinduite par un effet de type bystander. L’objectif de ce travail est d’identifier 
de nouveaux facteurs diffusibles, secrétés par les cellules mammaires après irradiation, 
pouvant participer à cet effet bystander. Pour cela, la lignée T-47D a été irradiée à une dose de 
10 Gy, ou non irradiée, et incubée 6 jours plus tard durant 18h dans du milieu neuf. Les 
protéines solubles du milieu ont ensuite été recherchées grâce à une séparation sur gel 2D 
suivi par une analyse MALDI-TOF-MS. Différentes protéines sont différentiellement 
exprimées entre les milieux issus des cellules irradiées et non irradiées. En particulier, la 
cyclophiline A est augmentée dans les milieux conditionnés des cellules irradiées, et pourrait 
être impliquée dans la réponse apoptotique des cellules mammaires humaines. Cette approche 
pourra être appliquée à la recherche et à l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.  
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Secreted proteins play a key role in cell signaling and communication. We recently showed
that ionizing radiations induced a delayed cell death of breast cancer cells, mediated by the
death receptor pathways through the expression of soluble forms of “death ligands.” Us-
ing the same cell model, the objective of our work was the identification of diffusible fac-
tors, secreted following cell irradiation, potentially involved in cell death signaling. Differen-
tial proteomic analysis of conditioned media using 2DE resulted in detection of numerous
spots that were significantly modulated following cell irradiation. The corresponding pro-
teins were identified using MALDI-TOF MS and LC-MS/MS approaches. Interestingly, five
isoforms of cyclophilin A were observed as increased in conditioned medium of irradiated
cells. These isoforms differed in isoelectric points and in accumulation levels. An increase
of cyclophilin A secretion was confirmed by Western blotting of conditioned media of ir-
radiated or radiosentive mammary cells. These isoforms displayed an interesting pattern
of proteinmaturation and post-translational modifications, including an alternating removal of
N-terminal methionine, associated with a combination of acetylations and methylations. The
role of the protein is discussed in relation with its potential involvement in the mechanisms of
intercells relationships and radiosensitivity.
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1 Introduction
The secretome refers to the global study of proteins that are
secreted by a cell, a tissue, or an organism [1]. Although the
secretome is a potential source suitable for the discovery of
new therapeutic targets or biomarker candidates, the access to
Correspondence: Dr. Franc¸ois Chevalier, CEA, DSV, iRCM, Plate-
forme de Prote´omique, 92260 Fontenay-aux-Roses, France
E-mail: francois.chevalier@cea.fr
Fax: +33-146-549-138
Abbreviations: Cc, cytoplasmic extract proteins of control cells;
Ci, cytoplasmic extract proteins of irradiated cells; CyPA, cy-
clophilin A; IR, ionizing radiation; Sc, conditioned media of con-
trol cells; SFM, serum free medium; Si, conditioned media of
irradiated cells; Tc, total extract proteins of control cells; TCA,
trichloroacetic acid; Ti, total extract proteins of irradiated cells
secreted proteins using proteomic analysis represents a chal-
lenge for three reasons: (i) the very low concentration in the
culture media of most secreted proteins makes their analysis
difficult; (ii) their covering and contamination by cytoplas-
mic or other normally nonsecreted proteins released follow-
ing cell lysis and death; (iii) the use of FCS in culture me-
dia, mandatory to most cell lines, interferes with proteomics
techniques [2]. Several technical possibilities were offered to
address these three problems: (i) the high separation power of
gel-based proteomicsmethods [3,4], coupledwith enrichment
techniques based on trichloroacetic acid (TCA) precipitation
allowed the concentration and the study of secreted proteins
[2,5]; (ii) additional control samples (cytoplasmic and total cell
extracts) can limit false positive spots during gel picture anal-
ysis; (iii) secreted proteins were collected from cells grown
without FCS in culture media in order to reduce serum pro-
tein contamination [6, 7].
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While genetic analyses may provide a list of potentially se-
creted proteins, proteome analysis is essential to identify pro-
teins actually secreted by cells and tissues under certain con-
ditions. Indeed, secreted proteins from cancer cells were able
to control many biological and physiological processes [8].
Cellular exposure to ionizing radiation (IR) can result in the
secretion of soluble factors by irradiated cells [9]. In this case, a
bystander effects can occur in cells thatwerenever themselves
irradiated but were either in close proximity to irradiated
cells. In vivo, a bystander effect was observed after injecting
mice with either neutron irradiated cells [10] or radioactively
labeled cells [11], mixing these with nonirradiated cells and
observing subsequent effects in the nonirradiated cells.
Following gamma-irradiation, breast tumor displayed a
prolonged G2 blockage, accompanied by a mitotic disorder
and considered as a frequent mode of cell death [12]. The
mechanisms underlying radiation-induced bystander effects
are as yet unclear and the identity of the bystander factors is
partially defined. Several interleukine and cytokine were de-
scribed to participate in such bio-cellularmechanisms [13,14],
but it is likely that multiple pathways are involved in the by-
stander phenomenon, and different cell types respond dif-
ferently to bystander signaling. We have shown previously
that irradiation of mammary tumor cells led to late cell death
by apoptosis. After a 10-Gy irradiation, the proliferative ca-
pacity was almost fully inhibited; only few cell clones were
able to emerge, showing the selection of radioresistant cells.
This growth inhibition was mediated by the Fas, TRAIL, and
TNF-alpha death receptor pathways through the expression
of mains ligands/receptors implicated in these three path-
ways. Moreover, we showed that the three ligands were also
produced as soluble forms whose secretion can induce the
death of sensitive cells through a “bystander” type effect [15].
The aim of the present work is focused on the research
and characterization of new diffusible factors during radioin-
duced cell death of mammary cancer cells. These diffusible
factors could be implicated in cell death and potentially asso-
ciated with bystander effects. So, using a proteomic strategy
specifically developed for secreted proteins, the goal of this
study was the investigation of cell secretome for the identifi-
cation of proteomic changes associated with IRs.
According to a gel-based secretomic analysis, several iso-
forms of cyclophilin A (CyPA) were observed as specifically
over-expressed in conditioned medium from irradiated cells.
Spot isoforms were analyzed by MS, and the level of secreted
CyPA was estimated in different mammary cell lines. Our
study provides evidence that protein secretion was increased
following irradiation and protein function could be connected
to radiosensibility.
2 Materials and methods
2.1 Cell cultures
T-47D, MCF7, BT-20, ZR-75–1, MDA-MB-157, and MDA-
MB-231 cell lines were obtained from the American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA). Cells were main-
tained in DMEM, 4.5 g/L glucose, 0.11 g/L sodium pyruvate,
glutamate (GlutaMAX 1TM) and pyridoxine, supplemented
with 5% (T-47D, MCF7, and MDA-MB-231), or 10% (BT-
20 and MDA-MB-157) FCS, penicillin, streptomycin, and
amphotericin B (antibiotic–antimycotic mix) (all from Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France) in 5% CO2 and 95%
humidity. Cell proliferation and survival analyses were per-
formed in two or more independent experiments, by scoring
at least 300 cells each time. Discrimination between viable
and dead cells was performed by trypan blue exclusion.
2.2 Irradiation and conditioned medium collection
Cells were plated 48 h prior to irradiation. On day 0 (con-
centration of 4 × 106 cells per 75 cm2 flask), cells were 10
Gy-irradiated in a serum-free DMEM, using a 137Cs irradia-
tion unit at dose rate of 2 Gy/min, and then incubated with
fresh medium. Six days after irradiation, the medium was
removed and the cell layer was washed once with PBS and
thrice with serum-free medium (SFM), SFM was added to
the cells for an incubation period of 18 h after which cell
layer as well as SFM were collected (Fig. 1). In parallel, non-
irradiated cells (concentration of 4 × 105 cells per 75 cm2
flask at day 0, in order to obtain a concentration of 4 × 106
cells per flask at day 6) were similarly treated. Two indepen-
dent biological replicateswere used for subsequent proteomic
analyses.
2.3 Conditioned medium, cytosolic, and total
protein extraction
Proteins were extracted from conditioned medium by precip-
itation. Briefly, SFM with secreted proteins was centrifuged
at 10 000 × g for 10 min at 4C to remove dead cells and large
debris. Proteins were precipitated according to the method of
Hirtz et al. applied for secreted salivary proteins [5], with the
modification of Chevallet et al. applied for cell secretome [2].
Briefly, secreted proteins in SFMwere incubatedwith 7.5%
TCAand0.1%NLS (N-Lauroyl Sarcosine) at−20Covernight.
The protein suspension was then centrifuged at 42 000 × g
for 10 min at 4C and the pellet was washed two times with
ice cold acetone/2-ME (0.07% v/v), centrifuged again as pre-
viously, and the final pellet was dried in the air. Proteins were
resuspended inproteomic sample buffer containing 9Murea,
4%CHAPS, 0.05% Triton X-100, 65mMDTT, and a protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Meylan, France). Sam-
ples were stored at −20C.
Total proteins were extracted from intact cell as following.
Cells were collected following trypsinization and cell pellets
were washed three times in PBS. Half of cells were dissolved
in proteomic sample buffer to obtain the total protein ex-
tract. This suspension was centrifuged at 68 000 rpm for
60 min, supernatants were collected, aliquoted, and stored
C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.proteomics-journal.com
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Figure 1. Protocol strategy to produce conditioned media of con-
trol (Sc) or irradiated cell (Si); total cell extracts of control (Tc)
or irradiated cell (Ti); cytoplasmic cell extracts of control (Cc) or
irradiated cell (Ci).
at −20C until usage. The other half of intact cell was used
to extract cytosolic proteins. Cells were resuspended in fresh
SFM, cytosolic fraction was obtained after cell membrane
disruption with ten strokes in a dounce potter (verified by
microscopy) and centrifuge at 10 000 × g for 5 min at 4C
to remove cell nuclei and membrane debris. Cytosolic pro-
teins were then precipitated as described previously for the
secreted proteins.
The protein content of the solubilized samples was esti-
mated using the Bradford method.
2.4 2DE
2DE was performed as previously described [16] with three
technical replicates and two independent biological experi-
ments using precast 18 cm strips, pH range 3–10 NL (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), for the first dimension,
and 12% acrylamide SDS-polyacrylamide gel for the sec-
ond dimension. Gels were batch-stained with silver nitrate
[17] with a Dodeca stainer unit (Bio-Rad) and scanned to
images that were digitized with a GS 800 densitometer
(Bio-Rad).
2.5 Image analysis
Images from stained gels were digitalized at 300 dpi with a
GS 710 densitometer (Biorad, Hercules, CA, USA) and an-
alyzed using the Samespots software v4.0 (Non-linear Dy-
namics, Newcastle upon Tyne, UK). Gel replicates were
grouped to create a global analysis with all conditions. Spots
of each samples were compared between control and irra-
diated conditions. A multivariate statistic analysis was per-
formed using the statistic mode of the Samespots software
(Non-linear Dynamics). Spots with significant differences be-
tween control and irradiated cells (ANOVA t-test p <0.05)
were first extracted. Then, only spots with a q value <0.05
and a power >0.8 were finally selected. Spots of interest
were selected for subsequent protein identification by MS
analysis.
2.6 In-gel digestion
Spots were excised from gels manually. All subsequent steps
were done automatically using a Multiprobe II robot (Perkin-
Elmer). Spots were first washed with 300 L of water and
then 300 L of 25 mM NH4HCO3. Destaining was per-
formed twice in the presence of 300 L of 50% ACN in
25 mM NH4HCO3. Gel pieces were then dehydrated twice
by 300 L of 100% CH3CN, and finally dried at 37C for 1
h. Eight microliters of a trypsin solution (Sequencing Grade
Modified Trypsin, Promega, Madison, WI, USA), at a con-
centration of 0.0125 g/L in 25 mM NH4HCO3, was added
to every spot. Digestion was performed overnight at 37C
and was stopped by addition of 0.1% TFA. Resulting frag-
ments were extracted twice with 50 L ACN/water (1:1, v/v)
containing 0.1% TFA for 15 min. Pooled supernatants were
concentrated with a speedvac to a final volume of ca 20 L.
2.7 MALDI-TOF MS analysis
For the direct identification of protein, peptides were simul-
taneously desalted and concentrated with C18 Zip-Tip micro-
columns to a final volume of 3 L. An aliquot of each sample
was mixed (1/1) with the CHCA matrix at half saturation
in ACN/water (1:1, v/v) and the mixture was immediately
spotted on the MALDI target. For the analysis of phosphory-
lations, protein digests were diluted in loading buffer (80%
ACN, 5% TFA) [18], and loaded on TiO2 home-made micro-
columns as described previously [19, 20]. After two washing
steps with 10L loading buffer and 60L buffer 2 (80%ACN,
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1% TFA), phosphopeptides were eluted using 2 L NH4OH,
pH 12 directly onto the MALDI target, then mixed with 1 L
of DHB matrix (20 g/L) in acetonitrile, water, and phospho-
ric acid (50/44/6). In order to identify the proteins, the flow
through of the TiO2 microcolumns was dried, resuspended
in 2 L of DHB matrix, and spotted onto the MALDI target.
All mass spectra were recorded in the reflector mode
on an UltraFlex II MALDI-TOF/TOF mass spectrometer
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Automatic annota-
tion of monoisotopic masses was performed using Bruker’s
SNAPTM procedure. Protein identification was achieved us-
ing the Mascot search engine (v. 2.2.04; Matrix Science, Lon-
don, UK) to query locally the UniProt-SwissProt database
(release July 2011). For PMF identification, the following
parameters were used: Homo sapiens for the taxonomy,
100 ppm mass accuracy in MS, trypsin as enzyme, one
missed cleavage allowed, carbamidomethylation of Cystein
as fixed modification and acetylation of N-term protein,
deamidation of N or Q, and oxidation of Methionines as
variable modification. For the analysis of protein modifica-
tions (PMF and MS/MS), mass accuracy was set to 0.5 Da
in MS/MS and the following variable modifications were
allowed: acetylation of lysines, Pyro-Glutamylation of N-
term E or Q, and methylation of D or E. In PMF, pro-
tein was validated once they showed identity with p-value
<0.05. After MS/MS, peptides were validated once they
showed identity or extensive homology (p <0.05) or man-
ually checked for validation and assignment of modified
sites.
2.8 Nano LC-MS/MS analysis
When low-abundant spots could not be identified by PMF,
LC-MS/MS analysis was conducted. The sample preparation
was done as above and protein digests were analyzed us-
ing a High Capacity ion trap mass spectrometer (Esquire
HCT; Bruker Daltonik), interfaced with a nano-HPLC Chip-
Cube system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). The
chips contained both the precolumn and the column (Zor-
bax 300SB-C18; Agilent Technologies). Samples were first
loaded onto the 4 mm enrichment cartridge at a flow rate
of 4 L/min using 0.1% formic acid. After preconcentra-
tion, peptides were separated on the column (75 m di-
ameter, 43 mm length) at a flow rate of 0.3 L/min us-
ing a 15 min linear gradient from 3% to 80% acetonitrile
in 0.1% formic acid, and eluted into the mass spectrom-
eter. A capillary voltage of 1.8–2.1 kV in the positive ion
mode was used together with a dry gas flow rate of 4.5
L/min at 250C. A first full-scan mass spectrum was mea-
sured in the 310 m/z to 1800 m/z range, followed by a
second scan at higher resolution to measure precisely the
mass of the three major ions in the previous scan. Fi-
nally, a third scan was performed to acquire the collision-
induced MS/MS spectra of the selected ions. MS/MS raw
data were analyzed using Data Analysis software (Bruker
Daltonik) to generate the peak lists. The UniProt-SwissProt
database (release July 2011) database was queried locally
using the Mascot search engine (v. 2.2.04; Matrix Science)
and the following parameters: H. sapiens for the taxonomy,
mass accuracy of 0.6 Da in MS and MS/MS, trypsin as en-
zyme, one missed cleavage allowed, carbamidomethylation
of Cystein as fixed modification and acetylation of N-term
protein, deamidation of N or Q, and oxidation of Methion-
ine as variable modifications. Proteins were validated once
they showed at least one peptide with identity or extensive
homology (p <0.05).
2.9 1D and 2D Western blotting analysis
For 1D Western blotting analysis, prestained standards (See
Blue 2, Invitrogen) and protein samples were separated by
NuPAGE Novex Bis-Tris gels with MOPS (3-(N-morpholino)
propane sulfonic acid) SDS running buffer on 4–12% sep-
arating gels (Invitrogen). For 2D Western blotting analysis,
proteins were separated as previously described in the Sec-
tion 2.4, with some technical adjustments. Briefly, 20 g of
protein was first separated with 7 cm pI 3–10 NL precast
strips (GE Healthcare) and then separated on a 12% acry-
lamide SDS-polyacrylamide gel, using the Protean 3 elec-
trophoresis unit (Bio-Rad). Following 1D or 2D gel sep-
aration, proteins were transferred onto PVDF membrane
(GE Healthcare) and blocked with 5% skim milk powder
in TBS-T (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 0.05%
Tween-20) for 45 min at 20C. Blots were incubated with
anti-CyPA antibody (1:1000, ref 07–313, Millipore) in TBS-
T with 1% skim milk powder overnight at 4C and were
washed 3× for 10 min with TBS-T. The blots were then
incubated with secondary antibodies: HRP-conjugated goat
antirabbit antibody (1:10 000, GE Healthcare) in TBS-T with
1% skim milk powder for 45 min at 20C and were washed
with TBS-T. Blots were treated with ECL EZ chemilumines-
cence reagent (ATGC) for 1 min before exposure to Hy-
perfilms (GE Healthcare) from 1 to 2 min. Films were de-
veloped and scanned as JPEGs using a GS 800 Bio-Rad
scanner.
2.10 RNA extraction and quantitative real-time
RT-PCR
RNA extractionwas performed as previously described [15] by
Taqman assays (Applied Biosystems, France). The primers:
Hs99999904_m1 (CyPA), Hs99999905_m1 (GAPDH), and
Hs99999903_m1 (ACTG1/beta-actin) were fromApplied Bio-
sciences. Gene expression was estimated as previously de-
scribed [15].
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3 Results and discussion
3.1 Proteomic comparison between conditioned
media and control samples
To analyse T47D conditioned medium of irradiated cells, the
choice of protein extraction and control samples was funda-
mental. To explore this proteome, we employed the TCA–
NLS protein precipitation protocol by Chevallet et al. [2] for
the enrichment of secreted proteins in conditioned medium
from control or irradiated T47D cells. This protocol appears to
reproducibly provide high recovery rates while maintaining
compatibility with 2DE analysis.
To investigate the characteristic secretome of cells follow-
ing irradiation, conditioned media were analyzed by 2DE in
3–10 nonlinear pH gradient strips. Special care was given
to limit contamination by cellular proteins and serum albu-
min. Indeed, conditionedmediawere collected during the last
18 h of growth period, when cell were grown with SFM
(Fig. 1). Media with secreted proteins were collected and sub-
mitted to a centrifugation step before protein precipitation to
reduce contamination by floating cells or cell debris. In ad-
dition, to demonstrate specificity of findings, respective total
and cytosolic cell extracts were analyzed in parallel as pro-
posed previously [21] to limit false positive secreted proteins.
Two-dimensional gel analysis was performed with ade-
quate control samples to highlight specifically secreted pro-
teins following cell irradiation. In a first time, gel pictures of
conditionedmedium from irradiated cells (Si)were compared
with gel pictures of conditioned medium from control cells
(Sc) and spots significantly modulated were correspondingly
tagged. The same analyses were performed independently
with gels of total extract proteins from irradiated cells (Ti)
compared with gels of total extract proteins from control cells
(Tc); or gels of cytoplasmic extract proteins from irradiated
cells (Ci) compared with gels of cytoplasmic extract proteins
from control cells (Cc). A set of spots tagged as modulated
by cell irradiation on secreted samples was extracted. On this
basis, spots specifically modulated in secreted samples were
highlighted, and spots common between secreted and total
or cytosolic fractions were speculated to come from total cell
or cytosolic protein contamination of secretome.
Approximately 1000 distinct protein spots were detected
on each of the silver-stained gels, for a total of 1447 spots.
The overall spot pattern derived from total protein extract
and cytosolic extract of T47D-control cells was very similar. A
careful examination of replicate gels for both group samples
revealed some significant differences between total extract
samples (Tc vs. Ti) and between cytosolic samples (Cc vs. Ci)
with 233 spots and 122 spots modulated, respectively. But
such differentially expressed spots were used as false positive
when differences were shared with the comparison between
conditioned medium samples (Sc vs. Si). All differentially ex-
pressed spots were grouped as a function of analyzed samples
and were visualized using a Venn diagram (Fig. 2).
Figure 2. Venn diagram of spots differentially expressed in re-
sponse to irradiation of T47D cells in conditioned media (Sc vs.
Si), cytoplasmic extracts (Cc vs. Ci), and total cell extracts (Tc vs.
Ti). Spots in bold were selected as specific.
According to the global analysis of 1447 spots, 80 spots
(5.5%) were differentially expressed (p <0.05) between se-
creted samples of controls and irradiated cells. Among these
modulated spots, 37 spots (4.7%) were finally selected as
specifically differentially expressed in conditioned medium
(Fig. 2). Indeed,more than half of spots were eliminated from
the analysis as possible contamination, because they were as
well differentially expressed with total extract analysis (Tc vs.
Ti) and cytosolic extract analysis (Cc vs. Ci).
Preparative gels, stained with Coomassie blue, were finally
performed and 24 spots were effectively visible, picked off,
and analyzed using MS (Table 1). From these, 19 spots were
over-expressed in Si samples and five over-expressed in Sc
samples.
According to MS identification, modulated spots were re-
lated to 17 distinct protein accessions. The gel location of
these spots was depicted (Fig. 3).
Spots 51 and 101 were increased in Sc samples and cor-
responded to bovine destrin and BSA. As T47D cells derived
from a human ductal breast epithelial tumor, these bovine
proteins were considered without any doubt as a contami-
nation from FCS used for in vitro cell growth. Additionally,
serum albumin is well known to be a highly cell-sticky and
abundant serum protein, and very difficult to eliminate com-
pletely. According to our protocol to generate conditioned
media, cells were washed three times with PBS before a short
growth period without serum to remove as much as possi-
ble of such serum protein. Nevertheless, some proteins of
bovine origin remained, these contaminant spots were high-
lighted by MS. When asking databases for protein identifi-
cation, “mammalia” or “all entries” were selected as taxon-
omy parameter to include contaminant proteins from others
species as well as human proteins from the cell line.
Spots 23, 72, 106, and 113, corresponding to pyruvate ki-
nase isozymes M1/M2, cofilin-1, calreticulin, and ribonucle-
oprotein K were observed as over-expressed in Sc samples.
These proteins were not described as secreted, but belonged
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to structural or cellular metabolism protein families on sub-
cellular compartments and could be release through secretion
of exosomes [22, 23].
The 18 other spots appeared as specifically over-expressed
in Si samples. According to the ExPASy Proteomics Server
(http://expasy.org/sprot/), most of the identified proteins
were situated in the cytoplasm and/or extra-cellular compart-
ments. Of course, many proteins were counted in more than
one cellular compartment. For example, cellular retinoic acid-
binding protein 2 is described as involved in the transports of
retinoic acid from the cytoplasm to the nucleus. Upon ligand
binding, a conformation change exposes a nuclear localiza-
tion motif and the protein is transported into the nucleus.
Several proteins described as cytoplasmic were involved in
intracellular bio-molecule transport (coatomer protein com-
plex; cellular retinoic acid-binding protein 2), in glutathione
biosynthetic process (gamma-glutamylcyclotransferase), in
intracellular signal transduction (glutathione S-transferase
Mu 2; PAK 2, triosephosphate isomerase), in intracellular
chaperone or oxidative stress defence (DJ1), and in extracel-
lular signal transduction (CyPA).
3.2 Comparison of spots identified as CyPA in
conditioned media
We decided to focus our interest and perform further pro-
tein validation on CyPA. This later was previously described
as secreted by colorectal cancer cells using a gel-based se-
cretomic strategy [24] and by breast tumor using a capillary
ultrafiltration probe implanted into the central part of tumor
[25].
According to picture analysis of secreted, total, and cy-
tosolic extracts, five spots isoforms of CyPA were identified
as specifically over-expressed in the secretome of irradiated
cells (Fig. 4). These spots were not modulated following cell
irradiation in total protein extract (Tc vs. Ti) and in cytoso-
lic extracts (Cc vs. Ci), but were systematically increased in
conditioned media of irradiated cells (Fig. 4A and B).
CyPA is an abundant intracellular protein, considered to be
themain target of the immunosuppressive drug cyclosporine
A [26]; but it is as well secreted from smooth muscle cells,
head, and neck cancer cell line [27] and macrophages in re-
sponse to oxidative stress and lipopolysaccharide, suggesting
a cytokine role for CyPA in inflammation and stress response
[28]. Moreover, the protein was previously described for being
involved in proliferation rate of stem and progenitor cells in
mouse subventricular zone after IR [29]. Consequently, fur-
ther experiments were performed with this protein and CyPA
levels were estimated by Western blotting using conditioned
media.
The differential expression of CyPAwas further confirmed
by 1D and 2D Western blot analysis (Figs. 4C and 5A). Ac-
cording to the 1DWestern blotting signal intensity, (Fig. 5A),
a band near 14 kDa, corresponding to CyPA appeared up-
regulated 1.8 times in Si. Using total cell extract as reference,
Figure 3. 2DE of proteins from conditioned media of irradi-
ated T47D cells. Fifty micrograms proteins were separated us-
ing 18-cm pH 3–10 pI range strips for the first dimension,
and 12% acrylamide gels for the second dimension. Spots
differentially expressed in response to irradiated treatment
as indicated by arrows and identified by mass spectrometry
(Table 1).
a faint contamination of conditioned media with cytosolic
proteins was observed using actin antibody against secreted
proteins (Fig. 5A). It was interesting to observe that cytosolic
contamination was almost stable between control and irradi-
ated samples, showing the secretion specificity of CyPA and
the relevance of protein modulation in conditioned media
following irradiation.
A 2DE–Western blotting analysis was performed too with
secretory samples to estimate the differential over-expression
of CyPA spot isoforms (Fig. 4C). In agreement with 1D
Western blotting, the spots over-expressed in Si samples
(spots 19, 89, 92, 97, and 159) and identified by MS as
CyPA following the secretomic analysis were all observed
over-expressed in Si according to the 2D Western blotting
analysis. Additionally, new spots recognized by the CyPA
antibody appeared at the same molecular weight (spots 139
and 140), but their amount was not modulated by irradiation
according to picture analysis of secreted samples. As these
spots appeared to be at the same molecular weights of oth-
ers CyPA spots, they were likely more alkaline CyPA spots
isoforms. It is interesting to observe that in one hand, the
level of most acidic isoforms of CyPA was the most increased
by irradiation treatment, and in the other hand, the level of
the most alkaline isoforms of CyPA was not influenced by
treatment (Fig. 4C).
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Figure 4. Quantitative compari-
son of spots 19, 89, 92, 97, and
159, identified as cyclophilin
A; (A) amounts in conditioned
medium of control cells (Sc),
conditioned medium of irradi-
ated cells (Si), total protein ex-
tract of control cells (Tc), total
protein extract of irradiated cells
(Ti), cytoplasmic protein extract
of control cells (Cc), and cyto-
plasmic protein extract of irradi-
ated cells (Ci). Letters represent
significantly different groups
(p <0.05) on basis of spot inten-
sity; (B) three-dimensional view
of spots in Sc (top) and Si (bot-
tom); (C) 2D Western blotting
analysis of CyPA, using 7-cm pH
3–10 pI range strips for the first
dimension, and 12% acrylamide
gels for the second dimension.
3.3 CyPA displayed a complex pattern of PTMs
CyPA was described with a lot of potential post-translational
modifications. Seven potential N6-acetyllysine were proposed
on amino acids 28, 44, 49, 76, 82, 125, and 131 [30]. By simi-
larity, one phosphoserine (position 21) and one phosphothre-
onine (position 157) were suggested too [31].
Phosphorylations were researched on spots 139 and 159,
identified as CyPA and corresponding to respectively unaf-
fected and increased isoforms following irradiation (Fig. 4C)
using a titanium dioxide enrichment strategy. No phospho-
rylated peptide was observed in the binding fraction, but the
analysis of the flow through fraction revealed a complex pat-
tern of maturation and post-translational modifications. In-
deed, an alternating removal of N-terminal methionine was
observed (Supporting InformationTable S1). ThisN-terminal
amino acidwas detected as partially acetylated (acetyl N-term–
Met or acetyl N-term–Val). Moreover, several lysine acetyla-
tion (four locations) and methylations of acidic groups (eight
locations) were observed for the first time. Most of these
forms were validated with MALDI-TOF/TOF MS/MS pep-
tide fragmentation (Supporting Information data).
The initiator amino acid is not systematically processed
by methionine aminopeptidase but it depends of the penulti-
mate amino acid [32]. For example, the initiator methionine
was cleaved when the penultimate amino acid was serine or
alanine, but in contrast, when valine was in such position,
the initiator methionine was not systematically removed [33].
In our case, the penultimate amino acid is a valine and we
demonstrated the presence of both species (with or with-
out the initiator methionine), in association with acetyl N-
terminal modification.
Acetylations andmethylations, in association with an alter-
native removal of initiator methionine, can induce pI shifts
matching with the 2D spot pattern of CypA (Fig. 3). As at
least seven spots were revealed by 2D Western blotting anal-
ysis (Fig. 4C), it is likely that a complex combination of such
modifications occurred.
Initiator methionine processing and amino acid acety-
lation/methylation were major modifications of pro-
teins implicated in protein activation and targeting [30].
It can be reasonably hypothesized that CyPA struc-
ture/activity was modified by such protein matura-
tion/ post-translational modifications as a consequence of
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irradiation treatment, leading to an increased secretion of the
protein.
3.4 What is the function of CyPA secretion following
cell irradiation?
CyPA is an abundant cytosolic protein, participating in the
processes of intracellular protein transport, and acting as an
ubiquitinious protein with cis-trans-isomerase activity [34].
Moreover, CyPA participates in the signal transduction from
T-cell receptor [35], in regulation of inflammatory responses
[36], and is a ligand for cyclosporin A, thus determining its
immunosuppressing properties [37, 38]. A recent proteomic
study revealed that CyPA could be a potential prognostic fac-
tor and therapeutic target in endometrial carcinoma [39]. In
our system, the cytosolic formofCyPAwas notmodulated fol-
lowing irradiation. Indeed, according to 1D Western blotting
analysis, CyPA amount was not significantly affected follow-
ing irradiation, using actin as reference (Fig. 5A). Moreover,
an RT-PCR analysis of CyPAmRNA did not show significant
variation between control and irradiated proteins (results not
shown).
In addition to this well-studied cytosolic form, a secretory
formof CyPA also exists. Indeed, activatedmacrophageswere
able to secrete this protein into the environment [40]. The
secretory form of CyPA has been detected in humanmilk too
[41]. Extracellular CyPA acts as a chemotactic agent regulating
the migration of monocytes, neutrophils, eosinophils, and T-
cells [42]. This protein possesses immunomodulating activity
by stimulation of maturation and antigenic presentation in
dendritic cells [43]. Following CyPA secretion in response to
inflammatory stimuli, CD147 was described as its surface
receptor and as an essential component in the CyPA-initiated
signaling cascade that culminates in ERK activation [44] and
ERK-induced apoptosis [45].
In our model, we have previously showed that 10-Gy irra-
diation induced an increased secretion of CyPA (Fig. 5A) and
an almost fully inhibition of proliferative capacity with only
few cell clones (∼1/10−4) appearing in culture 3–4 wks after
irradiation [15]. To investigate a potential link between CyPA
secretion and radiosensitivity phenotype, we have studied the
amount of cellular and secreted CyPA from six mammary tu-
mor cell lines displaying various level of radiosensitivity (% of
dead cells, 7 days after 10-Gy irradiation). These cell lineswere
not irradiated, only the basal level of CyPA was estimated and
quantification was performed by 1D Western blotting (Fig.
5B). For cellular CyPA expression, no significant variation
was observed. In contrast, a strong heterogeneity of expres-
sion was observed for secreted CyPA analysis. Spontaneous
level of secreted CyPA appeared to be related with intrinsic
radiosensitivity of studied cell lines. The highest level of se-
creted CyPAwas observed inMDA-MB-157 cells, i.e. themost
radiosensitive cell line. Moreover, the lowest level of expres-
sion was observed for the most radioresistant cells (MCF7
and MDA-MB-231) and cells displaying an intermediate ra-
Figure 5. 1D Western blotting analysis of cyclophilin A with actin
as loading control; (A) CyPA analysis in conditionedmedia (S), to-
tal cell extract (T), cytosolic extract (C), and floating cells (F), with
(i) or without (c) irradiation treatment; (B) secreted and cellular
CyPA analysis in several cell lines. (1) MCF7, (2) T47D, (3) MBA-
MB-231, (4) MBA-MB-157, (5) BT20, (6) ZR-75-1. The radiosensi-
tivity phenotype is defined according to the percentage of death
cells following irradiation treatment: – < 50%; 50% < + < 60%;
++ > 60%.
diosensitivity, showed an intermediate amount of secreted
CyPA, with the exception of BT20 cells. These results suggest
that level of secreted CyPA was related to intrinsic radiosensi-
tivity of mammary cell lines. It is interesting to notice that in
accordance with results observed by RT-PCR and 1DWestern
blotting analysis, the amount of total protein is constant in
all the cell lines studied. This could indicate that the level of
secreted CyPA was essentially regulated by post-translational
mechanisms.
4 Concluding remarks
In the present study, we used the T47D human breast can-
cer cells as a model to analyze proteins that are released by
the cells following IR treatment. Using high-resolution 2DE,
protein differences were observed in conditioned media of ir-
radiated cells using conditionedmedia of nontreated cells and
others intracellular extracts as controls. Several spots of CyPA
were observed as up-regulated in conditioned media of irra-
diated cells. Initiator methionine processing and amino acid
acetylation/methylation were identified by MS and can be re-
lated to the complex spot pattern of CyPA. Additionally, cells
sensible to irradiation displayed an increased level of secreted
C© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.proteomics-journal.com
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CyPA. Taken together, these results showed that this protein
could be defined as a cytokine, post-translationally regulated
and potentially implicated in the radioinduced apoptotic re-
sponse in mammary tumor cells. More generally, our results
showed the capacity of our approach to select and identify
proteins released in conditioned medium, the gel-based pro-
teomic was as usual of a great interest to reveal differences
between spots isoforms and discrete modifications of pro-
teomes [3, 46].
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Radiorésistance des cancers du sein : rôle majeur du marqueur de cellules souches 
cancéreuses CD24 
Ce travail de thèse s’inscrit dans la caractérisation des cellules radiorésistantes des cancers du 
sein, à l’origine des rechutes après traitement par radiothérapie. La théorie des « Cellules 
Souches Cancéreuses » (CSC) place une sous-population cellulaire présentant une capacité 
accrue à induire des tumeurs et à proliférer au centre de la résistance à l’irradiation. Au cours 
de ce travail, nous avons montré que seul le marqueur de CSC CD24-/low permettait de définir 
une sous population radiorésistante, capable de transmettre une « mémoire » de l’irradiation 
se traduisant par une instabilité génétique persistante dans la descendance des cellules 
irradiées. En outre, nous avons montré que CD24 n’est pas uniquement un marqueur, mais 
bien un acteur de la réponse à l’irradiation. Ainsi, CD24 contrôle la prolifération cellulaire in 
vitro et in vivo, ainsi que les niveaux de ROS avant et après irradiation. L’ensemble de ces 
propriétés aboutit à une sensibilité réduite des cellules CD24-/low à l’irradiation γ, ainsi qu’à 
une baisse de l’instabilité génétique. Ces résultats permettent pour la première fois d’attribuer 
un rôle aux CSC CD24-/low dans la transmission de l’instabilité chromosomique. De plus, en 
apportant des informations pour évaluer la radiorésistance intrinsèque des tumeurs 
mammaires, le marquage CD24 pourrait contribuer à l’amélioration des protocoles de 
radiothérapie.  
 
Mots clés : cancer du sein, cellules souches cancéreuses, radiorésistance, instabilité 
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Breast cancers radiation-resistance: key role of the cancer stem cells marker CD24 
This work focuses on the characterization of radiation-resistant breast cancer cells, 
responsible for relapse after radiotherapy. The “Cancer Stem Cells” (CSC) theory describes a 
radiation-resistant cellular sub-population, with enhanced capacity to induce tumors and 
proliferate. In this work, we show that only the CSC marker CD24-/low defines a radiation-
resistant cell population, able to transmit the “memory” of irradiation, expressed as long term 
genomic instability in the progeny of irradiated cells. We show that CD24 is not only a 
marker, but is an actor of radiation-response. So, CD24 expression controls cell proliferation 
in vitro and in vivo, and ROS level before and after irradiation. As a result, CD24-/low cells 
display enhanced radiation-resistance and genomic stability. For the first time, our results 
attribute a role to CD24-/low CSCs in the transmission of genomic instability. Moreover, by 
providing informations on tumor intrinsic radiation-sensitivity, CD24- marker could help to 
design new radiotherapy protocols. 
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